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RESUMEN 

Los virus constituyen el grupo de agentes patógenos que más 

infecciones causan al hombre, por lo que son un problema 

importante de salud pública a nivel mundial. 

Entre los virus, aquellos cuyo genoma es RNA representan un 

problema adicional debido a su alta incidencia y a los pocos 

métodos disponibles para su control. Un ejemplo de ello son el 

Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) causante del Sindrome de 

inmunodeficiencia adquirida (SIDA), el virus del dengue, el virus 

de la poliomielitis, el virus del resfriado común, el virus del 

sarampión, etc. 

La mejor manera de controlar la diseminación ,de este tipo de 

enfermedades es la prevención; sin embargo, una vez establecida la 

infección es el diagnóstico el que representa un papel crucial en 

la reducción de la propagación de una enfermedad determinada. 

Los métodos de diagnóstico más comunmente empleados hasta el 

momento son del tipo inmunológico (Inmunofluorescencia, 

Radioinmunoensayo, Ensayo radioinmunoabsorbente, Ensayo 

inmunoabsorbente unido a enzima (ELISA), inmunotransferencia, etc.) 

que a pesar de ser muy precisos tienen como inconveniente una baja 

sensibilidad de detección en las etapas tempranas de una infección 

debido a la poca cantidad de anticuerpos circulantes contra un 

virus determinado. 
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Otra de las metodologias de diagnóstico utilizadas hoy en dia 

es la detección de secuencias genómicas a través de la hibridación 

con moléculas (sondas) de DNA y RNA, que tiene una alta 

sensibilidad, especificidad y rapidéz. Las sondas de RNA 

(ribosondas) tienen la ventaja adicional de producirse en mayor 

cantidad y presentar una alta actividad específica. 

En este trabajo, se analizó el uso de ribosondas (secuencias 

de RNA obtenidas a partir de DNA recombinante que son capaces de 

detectar por complementaridad la presencia de secuencias virales) 

como una alternativa de diagnóstico temprano para los virus de la 

poliomielitis, del dengue y el VIH. 

La estrategia experimental consistió de manera general en la 

subclonación de secuencias correspondientes a los tres virus en un 

vector de clonación, y mediante ensayos de transcripción "in vitro" 

en presencia de a-32 P-UTP generar una ribosonda capaz de detectar 

secuencias virales específicas en extractos celulares infectados. 

Para la detección de secuencias del VIH, la ribosonda 

utilizada fue sintetizada a partir del plásmido pBH4.3 previamente 

digerido con la enzima Eco RV. La ribosonda de un tamaño de 378b, 

fue capaz de detectar específicamente secuencias del VIH 1 en 

muestras de RNA total proveniente de células molt infectadas con el 

VIH 1 (HTLV IIIb), y no asi en muestras de RNA total de células no 

infectadas. Sin embargo, en estas últimas se presentó una leve 

hibridación cruzada con secuencias del RNA ribosomal 28 S y 18 S. 

La población de RNA poli A+, fue separada e hibridada, 

obteniendose una señal clara y especifica con las muestras 
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provenientes de células infectadas, y no asi con las muestras 

provenientes de células no infectadas. 

Para la detección de secuencias del virus de la poliomielitis, 

la ribosonda utilizada fue obtenida a partir del plásmido pGEM4Z­

VP2 cortado con la enzima Sea I. La ribosonda presentó un tamaño 

de 221b y fue capaz de detectar especificamente secuencias del 

virus de la poliomielitis en muestras de RNA total obtenidas 

mediante 5 diferentes metodologias, mucho más sencillas que las 

utilizadas en la detección de secuencias del VIH. 

En el caso de la detección del virus del dengue fueron 

construidas dos ribosondas. La primera fue obtenida a partir de la 

restricción del plásmido pGEM 30 con la enzima Stu I. La ribosonda 

presentó 1134b y fue capaz de detectar secuencias del virus del 

dengue, pero esta misma presentó hibridación cruzada con secuencias 

del RNA ribosomal. 

La ausencia de una región poliadenilada en el RNA mensajero 

del virus del dengue nos obligó a buscar una estrategia diferente 

a la utilizada en el caso del VIH para eliminar la hibridación 

cruzada. Para ello, se decidió construir una ribosonda más 

pequeña, sintetizada a partir del plásmido pDE restringido con la 

enzima Hinc II, con un tamaño de 314b. 

Los resultados con esta segunda ribosonda fueron similares a 

los anteriores, y aunque la ribosonda fue capaz de detectar las 

secuencias del virus del dengue, consideramos que será necesario 

acoplar esta metodologia con un sistema que separe o amplifique las 

secuencias virales para poder diferenciarlas con claridad de las 
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hibridaciones con las secuencias celulares. 

En la detección del VIH, las ribosondas pueden ser utilizadas 

como un método confirmatorio a pesar de requerirse de técnicas 

sofisticadas y laboratorios especializados (como ocurre con las 

pruebas de inmunotransferencia (Western Blot) . En el caso del 

virus de la poliomielitis, las ribosondas pueden ser utilizadas en 

la detección de secuencias virales de extractos célulares de manera 

rapida y muy sencilla, y en el caso de la detección del virus del 

dengue es necesario acoplar otro tipo de metodologías como la 

amplificación de secuencias virales (reacción en cadena de la 

polimerasa, o PCR) para obtener un buen resultado con esta 

metodología. 
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INTRODUCCION 

Los virus constituyen el grupo de agentes patógenos que más 

infecciones causan al hombre. Se estima que más de 400 virus 

diferentes son capaces de infectar al humano, causando uno o varios 

tipos de infección, que puede involucrar a más de un organo y 

variar de leve a severa, fulminante y mortal (Mendell, G.L. y cols. 

1979). 

Los factores que influyen en el establecimiento y gravedad de 

una infección dependen tanto del tipo de virus como del propio 

organismo, en donde la edad, estado general de salud, via de 

entrada, tipo de virus, etc. son determinantes (Evans, A. 1976.; 

Fields, B.N. y Knipe, D.M. 1990). 

Desde diferentes puntos de vista, las manifeptaciones de las 

infecciones virales son muy vastas y variables. En el aspecto 

clínico, pueden observarse síntomas gastrointestinales, 

neurológicos, cardiacos, inmunológicos y respiratorios; infecciones 

crónicas como la hepatitis y el herpes genital, infecciones de 

secuela permanente, como la encefalítis y la poliomielítis e 

incluso enfermedades con una alta incidencia de morbilidad como 

el caso de la infección por el virus del dengue, fiebre amarilla, 

rabia y virus de inmunodeficiencia humana (VIH) agente causal del 

sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) (Evans, A. 1976.; 

Greene, w.c. 1991). 

En el aspecto epidemiológico, muchas infecciones tienen una 
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amplia distribución en todo el mundo, como lo son las provocadas 

por el virus del resfriado común (Cajero, M. 1992) mientras que 

otras se limitan a localidades geográficas específicas, como 

algunas fiebres hemorrágicas y encefalítis (Monath, T.P. 1990). 

La adquisición y transmisión de las enfermedades virales puede 

ocurrir de diferentes maneras: en forma de aerosoles (como la 

influenza y sarampión) (Tyler, K.L. y Fields, B.N. 1990), a través 

de la ruta fecal-oral, (como la poliomielitis y la hepatitis A) 

(Almond, J.W. 1987; Kools, A.M. 1992, Ross, B.C., y cols 1991.), 

por contacto personal a través de fuentes como la comida o la 

bebida, contacto sexual (que incluye infecciones provocadas por el 

virus del herpes, citomegalovirus, papilomavirus y el VIH (Abbas, 

A.K. y cols. 1991; Tyler, K.L. y Fields, B.N. 1990;), por contácto 

con animales (como la rabia y el dengue) (Fenner, F. y White, D. 

1974) e incluso de manera congénita (como la rubeola y algunas 

infecciones por citomegalovirus) (Halstead, S.B. 1988; Fenner, F. 

y White, D. 1974). 

cuando un virus ha penetrado en el organísmo puede permanecer 

por largos periodos dentro de él, diseminándose en éste por la vía 

nerviosa, (como el virus de la rabia, herpes zoster, etc.) o por la 

vía linfática o sanguínea (Tyler, K.L. y Fields, B.N. 1990). 

Una vez que la infección se ha establecido, un virus es capaz 

de provocar una gran diversidad de respuestas del mismo hospedero 

que en muchos casos contribuyen al desarrollo de la enfermedad. 

Como hemos señalado, existe una enorme diversidad en la naturaleza 

de lo que puede ocurrir después de que un determinado virus ha 
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caracteristicas fisicoquimicas (Matthews, F.E. 19B2). 

Cuando los virus cuyo material genético es RNA infectan a una 

célula, ocurren cambios muy drásticos en ella, debido a que traen 

consigo un tipo de sistema genético que los hace no solo capaces de 

modificar las funciones celulares para su beneficio sino que les 

confiere la caracteristica estrictamente viral, de poder replicar 

su propio RNA; es decir, biosintetizar moléculas de RNA a partir de 

un molde de RNA. Este evento, no ocurre normalmente en las células 

no infectadas, en donde la síntesis de las moléculas de RNA se 

lleva a cabo a partir de moléculas de DNA complementario celular 

(Goodheart, c. 1969.; Richards, o.e. y Enrenfeld, E. 1990). Los 

virus de RNA introducen estas nuevas funciones con la finalidad de 

que su RNA genómico pueda aurorreplicarse, lo que puede ocurrir 

mediante diferentes mecanismos dependiendo del virus de RNA que se 

trate. 

Los virus del dengue, poliomielitis y el VIH, tienen como 

material genético una molécula de RNAcs y polaridad positiva (+) (ya 

que se trata de una cadena homóloga a la del RNA mensajero) ( Rice, 

Ch.M. y cols. 1986). A pesar de ello, estos virus siguen 

diferentes estrategias para replicarse dentro de la célula. Los dos 

primeros son capaces de sintetizar a partir de un RNA genómico una 

molécula de RNAcs y polaridad negativa (-) que a su vez es utilizada 

como molde para sintetizar las moléculas de RNA mensajero viral 

(mediante la acción de una enzima RNA polimerasa dependiente de 

RNA). El VIH sigue una via de replicación más complicada, que 

consiste en la formación de una molécula de DNA de a partir del RNA 
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genómico, (mediante la acción de la enzima transcriptasa reversa) 

capaz de integrarse en el genóma celular en forma de provirus, en 

donde se transcribe de manera similar a lo que ocurre normalmente 

con los génes celulares, dando lugar a los distintos RNAs 

mensajeros virales y por lo tanto al virión (FIGURA B) (Camarena, 

L. y col. 1987). 

Los virus de RNA son capaces de producir una gran cantidad de 

enfermedades en diferentes grupos de seres vivos, desde las 

bacterias, que pueden ser infectadas por los fagos MS2, R17 y Fl, 

hasta las plantas superiores en donde casi el total de los virus 

que las infectan son de RNA (Goodheart, C. 1969). En los animales, 

y específicamente en el humano, los virus de RNA son capaces de 

producir enfermedades muy graves que pueden provocar desórdenes 

virulentos e incluso fatales, como lo son el SIDA, la fiebre 

amarilla, fiebre del dengue y la poliomielitis (Henchal, E.A. 

1991.; Martinez, A.C. 1988.; Melnick, V.L. 1983). 
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FIGURA B.·REPLICACICM DE ALGUNOS VIRUS DE RNA DE CADENA POSITIVA. 
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l 
RNA(-) 

~ 
POLIO Y DENGUE 

En la replicación de los retrovirus, las moléculas de RNA genómico sirven de molde para la formación 
de una molécula de ONA de doble cadena mediante una enzima vfral, la DNA polimerasa dependiente de RNA 
(retrotranscriptasa). Este DNA de doble cadena se integra en el genoma celular en forma de provirion y se 
replica de igual manera que los genes celulares dando orfgen a las moléculas de RNA mensajero viral. La 
replicacin del poliovirus y del virus del dengue ocurre de manera similar; las moléculas de RNA genómico son 
utilizadas como molde para la formación de moléculas de RNA de cadena negativa que a su vez sirven de molde para 
la formación de las molculas de RNA memsajero viral. 
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POLIOMIELITIS 

La poliomielitis es una enfermedad aguda del sistema nervioso 

central (SNC) de humanos. Desde el siglo pasado, representa un 

problema grave de salúd pública y continúa siendolo a pesar del 

desarrollo de vacunas tanto inactivas como atenuadas. En algunos 

paises desarrollados es considerada como una enfermedad controlada, 

pero en la mayoría de los paises tropicales y areas en desarrollo 

(que representan más de la mitad de la población mundial) se 

presenta todavía en gran proporción, debido a las condiciones poco 

salubres que en a:Lgunos de ellos se presentan favoreciendo la 

transmisión de la misma a través de la ruta fecal-oral (Melnick, 

J.L. 1983). 

El virus de la poliomielitis pertenece a la familia de los 

picornavirus. Presenta una simetría icosaédrica con una cápside de 

aproximadamente 22 a 30 nm de diámetro y carece de envoltura 

(Stanway, G. 1990). 

La cápside se encuentra formada por aproximadamente 60 copias 

de 4 proteínas: Vpl, Vp2, Vp3 y Vp4 las cuales se encuentran 

rodeando a una cadena de RNA genómico de (es) y (+) de 7.5 Kb de 

longitud. El extremo 5 1 terminal del genóma se encuentra unido a 

una pequeña proteína de origen viral llamada Vpg, mientras que el 

extremo 3' terminal se encuentra poliadenilado (Lawson, A. y 

Semler, B.L. 1990). 

En el extremo 5' terminal, se encuentra una región no 
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traducida de 742 nucleótidos, seguida de otra región de marco de 

lectura abierto único, de 6600 nucleótidos que continúa en una 

región de 72 nucleótidos (no traducida) en el extremo 3 1 terminal 

de la cadena (Wimmer, E. y cols. 1987). 

El marco de lectura abierto del RNAm, que es idéntico al 

genómico a excepción de que carece de la proteína Vpg, codifica 

para una sola poliproteína que es procesada proteolíticamente en 

numerosos sitios para dar origen a la formación de las proteínas 

virales maduras. 

Las proteínas de la cápside se encuentran localizadas en el 

extremo aminoterminal de la poliproteína (región Pl) mientras que 

las proteínas de replicación se encuentran hacia el extremo 

carboxilo (p3) . 

El virus de la poliomielitis, es uno de los virus de animales 

de crecimiento más rápido y productivo. Su ciclo s.e completa en 6 

o 7 horas, durante las cuales un simple virión es capaz de dar 

origen a 100,000 virus por célula infectada. A pesar de que la 

infección suele producir síntomas de fiebre, malestar, sueño, 

cefalea, nauseas, vómito y solo en raras ocasiones causa la 

parálisis (e incluso la muerte del individuo), la poliomielitis 

representa un grave problema en lo que se refiere a salud pública. 



DENGUE 

otra de las enfermedades producidas por virus de RNA, es la 

llamada fiebre del dengue. El primer reporte de dicha enfermedad 

ocurrió en los años 20s, durante los cuales fue definida la 

existencia de múltiples serotipos Dl, 02, D3 y D4) (Rus·sell, P. 

1973.; Monath, T.P. 1990). 

La enfermedad suele manifestarse de dos diferentes maneras, la 

primera, involucra un síndrome clásico poco grave que produce 

fiebre, salpullido y dolor muscular, mientras que la.segunda se 

presenta en forma mucho más severa, denominandose fiebre 

hemorrágica de dengue, (FDH), con manifestaciones hemorrágicas que 

han causado epidemias en el sureste asiático, Africa, Islas del 

Pacífico y América, provocando la muerte en ce.¡:ca del 10% de 

quienes la padecen (Mendell, G.L. y cols. 1979.; Pinheiro, F. 

1989). 

El virus del dengue, pertenece a la familia de los Flavivirus, 

con un tamaño de 35 a 45 nm de diámetro. Consiste de una 

nucleocápside rodeada de una envoltura lipoprotéica en donde se 

ubican dos proteínas virales embebidas en una bicapa lipídica 

(Halstead, S.B. 1989). 

La transmisión del virus a humanos, es a través de la picadura 

de la hembra hematófaga del mosco, Aedes sp y es debido a su gran 

capacidad de adaptación a diferentes condiciones climatológicas que 

ha podido difundirse en las distintas áreas geográficas del mundo 
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(Halstead, S.B., 1989.; Honath, T.P. 1990). 

La evidencia experimental sugiere que el virus del dengue 

infecta células rnononucleares en organismos vivos, aunque "in 

vitro" se ha podido replicar en rnonocitos y otros tipos celulares 

(Halstead, S.B. 1977). 

El genórna del virus del dengue está compuesto de una sola 

molécula de RNA de (es) (+), con un tamaño aproximado de 10.6 Kb. 

El extremo 5' terminal de la molécula presenta la estructura de 

"cap" (o residuo de guanina rnetilada en la posición 7), mientras 

que el extremo 3' terminal carece del segmento de poli A (cuya 

presencia se ha reportado en la mayoría de los RNA mensajeros de 

los organismos eucarióticos) (Schleisinger, 1990. Wingler, G. y 

Wingler, G. 1981). 

El RNAm codifica para las proteinas estructurales y no 

estructurales. La traducción del RNAm del virus .. del dengue, al 

igual que la del poliovirus, genera una poliproteina que es 

procesada por proteasas celulares y virales para dar origen a las 

proteínas virales maduras. Se ha propuesto que las proteínas 

estructurales de los flavivirus, localizadas en el extremo 

arninoterminal, son procesadas por proteasas celulares ( Proteinas e, 

PrM y E) en tanto que en la maduración de los péptidos no 

estructurales NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4 y NS5) participan 

proteasas codificadas por el propio virus (Halstead, S.B. 1988). 

El aspecto clínico de esta enfermedad varia desde un cuadro 

febril (dengue clásico o infección primaria) hasta las formas 

graves que pueden manifestarse corno FDH o como síndrome de choque 
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por dengue (SCD) (Halstead, S.B. 1989.; Ramos, c. 1989). La 

hipótesis para explicar estas formas graves de la enfermedad van 

desde una variación antigénica viral que provoca que el virus 

presente diferentes grados de virulencia, hasta la propuesta por 

Healsted, que sostiene que la existencia previa de anticuerpos 

(infección primaria) contra un serotipo determinado y la siguiente 

reinfección con otro serotipo diferente (infección heteróloga) 

dentro de un tiempo determinado, son las condiciones necesarias 

para que se presente el seo o FHD. Esta última propuesta sugiere 

que los anticuerpos IgG preformados no neutralizantes forman un 

complejo anticuerpo-virus, que facilita la unión y consecuente 

infección de los monocitos (Halstead, S.B. 1988), lo que permite a 

su vez una amplificación progresiva de la replicación viral en 

ellos. Todo esto, provoca desórdenes fisiológicos agudos, como el 

aumento en la permeabilidad vascular e inflamación, perdida de 

plasma, hipertensión etc., lo que a su vez ha provocado un gran 

número de muertes en todo el mundo, tanto de niños como de adultos 

(Ramos, c. 1989). 

s¡¡.;nROHE DE Il~MU?~ODEl?ICIE??Cil'-... n.DQUIP..IDA 

Otra enfermedad producida por virus de RNA que está causando 

un gran número de muertes en todo el mundo, es el SIDA. Este 

síndrome, fue por primera vez descrito a principios de la decada de 

los 80s, y se caracteriza por provocar una profunda inmunosupresión 

con diversas manifestaciones clínicas, que tienen como consecuencia 
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el establecimiento de enfermedades oportunistas, malignas y 

degeneración del sistema nervioso central (SNC) (Greene, W.C. 

1991.; Abbas, A.K. y cols. 1991). 

El SIDA es uno de los síndromes clínicos causados por el virus 

de inmunodeficiencia humana (VIH) perteneciente a la familia de los 

retrovirus, subfamilia de los lentivirus, que infecta primariamente 

a las células T con receptores CD4 y a macrófagos aunque también es 

capaz de infectar diferentes tipos celulares del SNC (Greene, W.C. 

1991.; Abbas, A.K. y cols. 1991). 

El VIH se caracteriza por provocar tanto una infección latente 

de las células a largo plazo, como una infección con efectos 

citopáticos a corto plazo, produciendose en ambos casos, una 

enfermedad de progresión lenta y fatal (Greene, w.c. 1991.; Abbas, 

A.K. y cols. 1991). 

se han identificado 2 serotipos de VIH cercanamente 

relacionados, el VIH 1 y el VIH 2 que aunque presentan diferencias 

genotípicas, causan indistinguiblemente el SIDA. 

Una partícula infectiva de VIH posee 2 cadenas de RNA de es y 

polaridad (+), idénticas, de aproximadamente 9.2 Kb, empaquetadas 

en una nucleocápside de proteínas virales rodeadas por una 

envoltura o bicapa lipídica derivada de la membrana celular que 

lleva incluidas a las proteínas virales gp 120 y gp 41 (Greene, 

w.c. 1991). 

A diferencia 

anteriormente, el 

celular mediante 

de lo que sucede con los virus descritos 

genoma del VIH se replica en el citoplasma 

la acción de enzimas virales (transcriptasa 
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reversa) , dando origen a una molécula de DNA de de que es 

transportada al núcleo celular en donde se integra en el genoma 

celular en forma de provirus. Es aquí, en donde se lleva a cabo la 

replicación viral, conjuntamente con la replicación celular (Ha, 

o.o. y cols. 1987). 

El RNA genómico posee 3 genes denominados estructurales (gag, 

pal y env) que dan origen a las proteínas que constituyen al virus, 

y por lo menos a 6 genes denominados regulatorios (vpu, vif, vpr, 

tat, nef y rev) que dan origen a proteínas cuya función es regular 

la reproducción viral de diferentes maneras (Cullen, B.R. 1991a.; 

cullen, B.R. 1991b.; Greene, w.c. 1991). Los productos de ambos 

tipos de genes participan de manera escencial en la producción de 

las particulas del VIH maduras. 

El grado de morbilidad y mortalidad causado por la infección 

con el VIH ha tenido un impacto global en terrenos ~e la salud y de 

la economia ( Epidemiology Bulletin. 1992). 

El SIDA ya ha sido la causa de la muerte de un gran número de 

personas, y la enfermedad probablemente será la causa de la muerte 

de la mitad de los pacientes infectados ( Epidemiology Bulletin. 

1992). 

Los ejemplos mencionados anteriormente de enfermedades 

causadas por virus de RNA, representan un grave problema de salud 

pública ya que son capaces de provocar infecciones que varian desde 

leves, hasta fulminantes y/o fatales, 

hasta hoy profilaxis inmunológica o 

1990). 
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En este tipo de enfermedades, así como en aquellas provocadas 

por virus diferentes que causan cuadros clínicos similares, la 

prevención y la identificación etiológica (diagnóstico) del agente 

que las provoca es de suma importancia. 

La prevención puede llevarse a cabo por vacunación, como 

ocurre con el virus de la poliomielitis; evitando el contacto 

sexual o sanguineo con individuos infectados, como en el caso del 

VIH¡ o reduciendo las posibilidades de contacto con algunos 

animales, como en el caso del virus del dengue. 

Una vez establecida la infección, es el diagnóstico el que 

representa un papel muy importante en el monitioreo de las 

poblaciones infectadas, con el fin de controlar y evitar el 

contagio y consecuente establecimiento de la enfermedad, sobre todo 

de aquellas para las cuales no existe curación. 

Hasta la fecha, existe una gran variedad de ~etodología con 

diferentes estrategias diseñadas para la detección de diferentes 

virus, entre ellas podemos encontrar: 

1.- Ensayos inmunológicos.- que permiten la detección 

inmunológica directa de antígenos virales, o de anticuerpos¡ tal es 

el caso de: 

a.-Inmunofluorescencia (IF).- La técnica de 

inmunofluorescencia es un método simple y rápido, de facil 

observación basado en la union química de isotiocianato de 

fluoresceina a un anticuerpo específico con lo cual es posible 

medir una reacción antigeno-anticuerpo. Estos anticuerpos marcados 

poseen la habilidad de reaccionar específicamente con su respectivo 
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anti geno y cuando son observados en un microscopio de 

fluorescencia, el lugar de la reacción se detecta visualmente. Este 

es considerado un método de diagnóstico bueno en la detección de 

enfermedades infecciosas especialmente de origen viral por ser 

rápido y sencillo (Faure, y cols. 1977.; Emmos, R. y Riggs, J.L. 

1977). 

b.- Radioinmunoensayo (RIP).- Este ensayo es utilizado para 

la determinación cuantitativa de un antigeno o de un anticuerpo. La 

prueba consiste en la inmunoprecipi tación de proteinas virales 

(antigeno) marcadas químicamente o radiactivamente mediante la 

reacción con un suero que presenta anticuerpos que lo reconocen y 

lo precipitan. Este precipitado es posteriormente separado en un 

gel y expuesto a autorradiografia. 

c.-Tecnica radioinmunoabsorbente (RIA), al igµal que el RIP, 

se utiliza para la determinación cuantitativa de un antigeno. El 

ensayo consiste en el marcaje radiactivo de un antígeno viral, que 

es colocado en una columna que contiene un anticuerpo insoluble 

covalentemente unido a celulosa o Sephadex. La unión entre el 

antigeno marcado y el anticuerpo de la columna es competitivamente 

inhibido por el antigeno no marcado, presente en la solución 

estandar o en las muestras no conocidas que se desean examinar 

(Engevall, E. y Perlmann, P. 1971.; cuello, A. 1983). 

Tiempo después de la aparición de esta técnica, se implementó 

la unión del antigeno con una enzima en vez de un isótopo 

radiactivo, con lo que el ensayo resultó muy efectivo, ya que la 
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preparación de este nuevo conjugado (antigeno acoplado a una 

enzima) es más estable a través del tiempo y requiere de un equipo 

mas sencillo. 

Este sistema fue llamado ensayo inmunoabsorbente unido a 

enzima o ELISA. 

d.- Ensayo inmunoabsorbente unido a enzima (ELISA).- El ELISA 

consiste en la adsorción pasiva de un antigeno o un anticuerpoa una 

superficie plástica a la que se le añade el suero que se desea 

probar y que probablemente posee antígeno o anticuerpos. El 

siguiente paso es la adición de un segundo anticuerpo que se 

encuentra marcado con una enzima y que es capáz de reconocer el 

complejo antígeno-anticuerpo preformado. Una vez ocurrido lo 

anterior, se añade a la mezcla de reacción el substrato de la 

enzima acoplada al segundo anticuerpo, y la actividad de ésta es 

cuantificada a través de un ensayo espectrofotométrico que nos 

indica la cantidad de sustrato degradado, lo que indica a su vez la 

cantidad de inmunoglobulina marcada con la enzima, o cantidad de 

anticuerpo presente en la solución de prueba (Feldmann y cols. 

1975.; Engeval, E. y Perlmann, P. 1971) (FIGURA C). 
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e. - Ensayo de western bloting o irununotransferencia. - Este 

ensayo consiste en la separación electroforética en gel de 

componentes antigénicos y la subsecuente transferencia de éstos a 

un soporte sólido. Este es puesto posteriormente a reaccionar con 

sustancias reactivas específicas (que pueden ser los anticuerpos 

presentes en los sueros que se desean analizar), capaces de 

reaccionar con las diferentes secuencias de las proteínas 

antigénicas. Después de que se lleva a cabo la reacción, se añade 

un conjugado de un anticuerpo acoplado a una enzima y 

posteriormente el sustrato de dicha enzima, que revela el resultado 

en patrones de bandas correspondientes al antígeno. 

confiere la ventaja de distinguir por tamaño a 

Este ensayo, 

los diferentes 

antígenos virales, dando a conocer el peso molecular de cada uno de 

ellos (Sambrook, J. y cols. 1989). 

2.- Crecimiento viral en cultivo de tejidos . .. 

El aislamiento de virus de cultivos celulares es uno de 

los métodos en los que es posible observar de manera directa una 

infección viral. El descubrimiento de varios virus (como el 

rinovirus, adenovirus, etc.) es atribuible al uso de esta técnica, 

al igual que el diagnóstico de enfermedades virales y el desarrollo 

de vacunas como la de la poliomielitis, rubeola y sarampión 

(Fenner, F. y col. 1974). 

La detección de la proliferación viral en cultivo celular, 

puede hacerse a través de procedimientos bioquímicos que indican un 

incremento intracelular de moléculas virales y viriones, aunque 

también pueden usarse algunos procedimientos mas simples, como lo 
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son efecto citopático, hemadsorción y especif icarnente para 

retrovirus los ensayos de reverso transcriptasa, que consisten en 

medir la conversión de nucleótidos radiactivos libres a una forma 

ácida insolúble (DNA), a través de la acción de una polirnerasa 

dependiente de RNA (RT) (Weiss, R. y col. 1982.; Rey, M.A. y cols. 

1984). El ensayo de RT requiere el demostrar algunas de las 

propiedades ya conocidas de la enzima, de su producto y de la 

partícula viral, corno lo son, que la RT se encuentre en la misma 

densidad en la que migra el virus de estudio en gradientes 

isopicnicos, el demostrar una actividad de DNA polirnerasa endógena, 

probar que el producto es DNA y que se encuentra asociado a RNA 

viral en estudios tempranos, y por último que la actividad 

enzimática es inhibida con antisuero contra la enzima (Kacian, L. 

1977). 

La presencia de la RT en células y virus ,no es fácil de 

detectar, a menos que puedan obtenerse grandes cantidades de virus. 

Es por esto que esta metodología debe de ponerse en consideración 

ya que aunque es posible tener la tecnologia para llevarla a cabo, 

los resultados finales no suelen ser siempre concluyentes con 

respecto a la presencia de la enzima. 

3.- Hibridación con ácido nucléico. Este método se basa en la 

detección de secuencias virales especificas presentes en lisados de 

células infectadas, (ya sea "in vitre" o en muestras clínicas) por 

medio de secuencias complementarias de DNA viral obtenido a partir 

de clonas, siendo al igual que los ensayos de cultivo de tejido, 
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una metodologia que detecta directamente la presencia del virus. 

Esta técnica se encuentra limitada a algunos virus de DNA y 

RNA y a un pequeño número de laboratorios. A pesar de ello, se ha 

demostrado la posibilidad de detectar pequeñas cantidades de virus 

de hepatitis B, Epstein-barr, herpes sirnplex tipo 1, 

citomegalovirus, adenovirus, rotavirus y papilornavirus (Mcintosh, 

K. 1990). 

De los métodos mencionados anteriormente, los inmunológicos 

ponen de manifiesto a través de diferentes estrategias la presencia 

de anticuerpos inducidos por un virus derrninado, lo que es 

indicativo de una exposición al virus. En algunos casos, corno en el 

de la infección por VIH, la presencia de anticuerpos es indicativa 

de la presencia del virus, lo que a su vez se considera equivalente 

a la infección. En otros casos, como en el del virus del dengue o 

el de la poliomielitis, la presencia de anticuerpos puede indicar 

tanto una infección aguda, como una infección de tiempo atrás, que 

no significa que el virus se encuentre en el organismo en ese 

momento (Luciw, P. y col. 1989). 

otra desventaja que presenta esta metodología es la baja 

sensibilidad para detectar la infección durante las 

tempranas de la misma, en las cuales no necesariamente 

presentado seroconversión, ya que ésta se lleva a 

etapas 

se ha 

cabo 

posteriormente (en el caso de una infección con VIH, entre la 

segunda y la octava semana postinfección) . 

Con el uso de este tipo de metodologias de diagnóstico, en 

algunos casos se obtienen resultados falso negativos, lo que sucede 
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frecuentemente en individuos en etapas tempranas de la infección, 

al emplear métodos de baja sensibilidad, debido a una pobre 

producción de anticuerpos en infecciones provocadas por un virus 

con baja antigenicidad, en pacientes inmunocomprometidos, o cuando 

la formación de complejos inmunes remueven a los anticuerpos 

(Evans, A. s. 1976). 

De manera opuesta, se pueden obtener resultados falso 

positivos por cruce antigénico, debido a la presencia de otras 

infecciones virales o a que el paciente presente algun tipo de 

enfermedad autoinmune o proliferativa (Evans, A.s. 1976.; Abbas, 

A.K. y cols. 1991). 

El método de aislamiento viral a través de un cultivo de 

tejido es una buena alternativa de diagnóstico ya que es uno de los 

pocos métodos que detectan la presencia de virus infecti vos 

directamente, por lo que es comunmente utilizada.,para confirmar la 

presencia de un determinado virus en aquellos pacientes en donde la 

infección es sujeto de duda, (por ejemplo, en el caso de pacientes 

pediátricos con SIDA menores de 15 meses de edad en donde los 

anticuerpos maternos pueden confundir la serodiagnósis). Sin 

embargo, este tipo de metodología suele ser muy larga, (hasta 45 

dias) y requerir equipo sofisticado, además de que no siempre es 

exitosa y suele ser muy cara (entre 250 y 1000 dls. cada prueba) 

(Luciw, P. 1989). 

En el laboratorio se planteó una metodología alternativa de 

detección viral que involucra la aplicación de técnicas de DNA 

recombinan te. Esta consiste en la construcción de una sonda de RNA 
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o ribosonda, es decir, una secuencia de RNA sintetizada a partir de 

una molécula de DNA complementario recombinante, capaz de detectar 

por complementaridad secuencias virales especificas en cultivos 

infectados, sueros de pacientes e incluso en heces y aguas 

residuales (Cava, L. y cols. 1988). 

A través de esta metodologia intentamos resolver algunos de 

los problemas que se presentan con el uso de las metodologias 

anteriormente mencionadas, corno lo son la detección precisa de 

particulas virales determinadas, que es de gran importancia sobre 

todo en etapas tempranas de la infección, la rapidéz en la 

obtención de los resultados y la sensibilidad de la detección. 

Las ribosondas además de presentar ventajas sobre las 

metodologias convencionales de diagnóstico, presentan también 

ventajas sobre las metodologias de hibridación molecular 

(especialmente la que se refiere a las sondas de_.DNA), ya que son 

capaces de detectar titulas de 1.5 ordenes de magnitud menores de 

lo que una sonda de DNA es capaz de detectar (Cava, L. y cols. 

1988). Estas pueden sintetizarse en gran cantidad (pueden obtenerse 

hasta 10 ug de RNA a partir de lug de DNA) , y si la sintesis se 

lleva a cabo en presencia de isótopos radiactivos, se obtiene una 

alta actividad especifica, desde 2 x 106 cpm hasta 2 x 108 cpm por 

ug de P.NA Cava, L. y cols. 1988). La estabilidad entre los 

hibridos de moléculas de RNA es mucho mayor que la que se presenta 

entre moléculas de DNA o hibridaciones entre moléculas de RNA con 

moléculas de DNA, lo que incrementa la eficiencia de la metodologia 

hasta diez veces (Cava, L. y cols. 1988.; Melton, O.A. 1984). 
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Las ventajas anteriormente descritas pueden permitir un 

control mas eficaz en el monitoreo de las poblaciones infectadas ya 

que con el uso de esta metodología se puede detectar la presencia 

de infecciones incipientes antes de lo que otras pueden hacerlo, lo 

que puede ayudar en el control del contagio y por lo tanto evitar 

el establecimiento de la infección y / o enfermedad en nuevas 

poblaciones. 
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OBJETIVOS 

OBJETIVOS GENERALES 

DISEÑO Y CONSTRUCCION DE RIBOSONDAS PARA LA DETECCION DE 

SECUENCIAS VIRALES COMO UN METODO ALTERNATIVO DE DIAGNOSTICO 

TEMPRANO. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

- CLONACION DE SECUENCIAS DEL VIH 1, DEL POLIOVIRUS Y DEL VIRUS DEL 

DENGUE. 

-SINTESIS DE RIBOSONDAS DEL VIH 1, POLIOVIRUS Y VIRUS DEL DENGUE. 

-DETECCION DE SECUENCIAS GENOMICAS DEL VIH 1, POLIOVIRUS Y VIRUS 

DEL DENGUE EN CULTIVOS DE CELULAS INFECTADAS. 
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METODOLOGIA 

r.- CONSTRUCCION DE RIBOSONDAS 

1.- Ensayos de restricción de DNA plasmídico. 

La digestión de secuencias consiste en someter al DNA a cortes 

específicos con las enzimas de restricción de elección y su 

correspondiente amortiguador e incubar a la temperatura y al tiempo 

requeridos por la enzima. En general se siguen las especificaciones 

y se utilizan amortiguadores recomendados por el proveedor. 

2.-Preparación de geles de agarosa. 

se disuelve la agarosa en una solución de Tris boratos (TBE) 

(89 mM de Tris base pH8.0, 89 mM de ácido bórico y 2.5 mM de EDTA) 

a temperatura de ebullición. La concentración de agarosa para la 

electroforésis de fragmentos pequeños (alrededor de 500 pb) debe 

ser entre 1.1 a 1.3% y para fragmentos mayores de 1.200 pb debe ser 

entre O • 7 y 1 • O % . 

La solución de agarosa se vierte dentro de un molde de 

acrilico de aproximadamente 8 x 5 cm con su correspondiente peine 

y se deja solidificar a temperatura ambiente (T A) 

3. -Electroforésis y tinción de secuencias de DNA en geles de 

agarosa. 

El gel se sumerge en una cámara de acrilico con amortiguador 

TBE a una concentración final de O. 5X, se retira el peine de la 

agarosa y se colocan las muestras con su respectivo amortiguador de 

muestra en cada uno de los pozos. El gel se somete a electroforésis 

a 100 volts durante tiempos variables dependiendo de la 
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concentración del gel y del tamaño de los fragmentos de DNA que se 

encuentren migrando. Posteriormente, se añade a la solución 

amortiguadora de corrida 5 µl de una solución de bromuro de etidio 

(Br Et) a una concentración de 10 mg/ml. Para conocer los pesos 

moleculares de los fragmentos generados por restricción y 

observarlos mediante esta metodología, es necesario migrar en el 

gel de menera paralela a las muestras, marcadores de peso molecular 

conocidos para utilizarlos como referencia. Las bandas de DNA se 

visualizan por exposición del gel a la luz ultravioleta sobre un 

transiluminador de onda larga. 

4.- Obtención de fragmentos de DNA mediante el método de agarosa de 

bajo punto de fusión. 

Una vez detectados los fragmentos deseados en el 

transiluminador de onda larga, pueden separarse cortando la agarosa 

en donde se encuentra dicho(s) fragmento (s); esta se coloca en la 

cámara formadora de geles y se añade agarosa de bajo punto de 

fusión (LMA) hasta cubrir completamente el fragmento de agarosa. 

(La LMA se prepara de manera similar a la agarosa y debe colocarse 

en el molde a una temperatura lo suficientemente baja para no 

disolver la fracción de agarosa que contiene al fragmento). Una 

vez solidificado el gel, se somete a electroforésis a 70 volts de 

15 a 20 min, tiempo suficiente para que el fragmento de DNA salga 

de la agarosa y penetre a la LMA. 

El fragmento se corta procurando tornar la menor cantidad de 

LMA posible, se coloca dentro de un tubo eppendorf y se funde a 70° 

c. Se añaden tres volumenes de agua o de solución TE (1mM de Tris-
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HCl, 0.1 mM de EDTA) y se incuba a la misma temperatura hasta que 

la LMA este fundida completamente. Posteriormente se realiza una 

extracción fenólica de la muestra. 

s.- Extracción fenólica. 

La extracción f enólica consiste en la adición de un volúmen de 

fenol saturado con Tris-base a la mezcla en donde tenemos al DNA y 

una centrifugación posterior en una microfuga a 12 Krpm, 15 min a 

TA. La fase acuosa, es decir la superior, se transfiere a un tubo 

limpio, se le añade un volúmen igual de fenol-cloroformo (1:1) y se 

centrifuga a 12 Krpm, 15 min. a T A La fase acuosa se transfiere 

a un tubo limpio y se le añade un volúmen igual de cloroformo y se 

centrifuga a 12 Krpm, 15 rnin. a T A Se toma nuevamente la fase 

acuosa y el DNA se precipita con 1/10 del volumen de acetato de 

sodio 3M pH 5.2 y 2 volumenes de etanol absoluto frío. Se deja 30 

minutos a -70ºy se centrifuga a 12 Krpm, 30 min a~º c. Se retira 

el sobrenadante y la pastilla se resuspende en agua tratada con 

dietilpirocarbonato (DEPC). 

6.-Clonación. 

Se hace una purificación tanto del segmento de DNA que quiere 

clonarse (fragmento) como el vehículo de expresión (vector) 

mediante la técnica de extracción fenólica. El fragmento se 

resuspende en agua DEPC y al vector se le somete a una reacción de 

desfosforilación con 1/10 de volúmen final de reacción de enzima 

fosfatasa alcalina bacteria! (BAP) y una concentración final lX de 

solución amortiguadora de la BAP (comercial) 1 hr. a 37 ºC. El 

vector desfosforilado se precipita con acetato de sodio y se 
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resuspende en agua DEPC. 

La reacción de ligación se lleva a cabo con concentraciones 

constantes del vector y concentraciones crecientes del fragmento en 

una proporción de l:O, 1:1, 1:2 y 1:3. A esta mezcla se le adiciona 

1/10 del volúmen final de la enzima DNA ligasa T4 y la solución 

amortiguadora correspondiente (comercial) a una concentración final 

de lX. La reacción de ligación que se lleva a cabo con fragmentos 

de DNA que presentan extremos cohesivos o asimétricos se incuba a 

16° e toda la noche, mientras que en presencia de fragmentos no 

cohesivos o simétricos se incuba a T A toda la noche. 

7.- Transformación bacteriana (Competencia y transformación 

celular). 

a).- El proceso de competencia consiste en sembrar las 

bacterias en cajas petri con medio de Ua (ver apéndice) e 

incubarlas toda la noche a 37ºC. Se toma una de lqs colonias y se 

siembra en 5 ml de medio Ub (ver apéndice) en un matráz de 125 ml, 

y se incuba aproximadamente 4 hrs a 37°C hasta que alcance una o.o. 

de 0.3 a 550 nm. Este cultivo se transfiere a un matráz de 500 ml 

que contiene 100 ml de medio Ub precalentado a 37°C , y se incuba 

a esta misma temperatura hasta que alcance una D. O. de O. 48 + 

0.02. lo que ocurre en aproximadamente 2 hrs. Se enfria el matráz 

en hielo 5 min y se centrifuga a 6 Krpm, 5 min. a 4° e en una 

centrifuga sorvall con un rotor SS34. La pastilla obtenida se 

resuspende con mucho cuidado y sin hacer burbujas en 40 ml de medio 

TFb 1 fria (ver apendice) . Esta suspención se deja en hielo 5 min 

y se centrifuga a 6 Krpm, 5 min. a 4° c. La pastilla se resuspende 
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en 4 ml de medio TFb 2 frie (ver apéndice) y se deja en hielo 15 

min. Las bacterias se alicuotan en tubos eppendorf de 0.5 ml que 

estuvieron previamente en hielo seco y se almacenan a -70º C. 

b).- El proceso de transformación celular consiste en 

descongelar lentamente a las bacterias competentes en hielo, una 

vez descongeladas se les añade 1/10 del volúmen de una solución de 

B-mercaptoetanol (9:491 con agua) y se dejan en hielo 10 min. se 

toman muestras de 50 µl y se colocan en tubos eppendorf a los que 

se les añade de 1 a 2 µl de las muestras de DNA para transformar. 

Los tubos se enfrian en hielo 30 min y posteriormente se incuban a 

42° e, 90 seg y se regresan al hielo 2 min. A cada tubo se le 

añaden 200 µl de medio Ub en campo estéril y se incuban en 

agitación 1 hr a 37°C. Se vacia el contenido de los tubos en cajas 

de petri con medio Maca amp (ver apéndice) y se siembran en campo 

estéril. Se secan a T A, se invierten y se dejan i~cubando toda la 

noche a 37°C. 

a.- Propagación del plásmido. 

1).- Minipreparación de DNA (Método de minipreparación en un solo 

tubo de Del Sal y cols). 

Cada colonia de bacterias transformadas se siembra 

independientemente en un tubo con 5 ml de medio Luria (ML) estéril 

(ver apendice), se deja crecer en agitación toda la noche a 37°C. 

Se toma 1.5 ml de este cultivo y se centrifuga en una microfuga a 

12 Krpm, 1 min a T A. Se retira el sobrenadante y se resuspende 

cada paquete en 200 µl de solución amortiguadora de STET (ver 

apendice), 4 µl de una solución de lisozima (50 mg/ml) y se incuba 
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5 min. a T A. Se hierven los tubos 45 seg y se centrifugan a 12 K, 

5 min. a T A. La pastilla obtenida se retira con un palillo 

estéril y se desecha. Al sobrenadante se le agregan 8 µl de una 

solución de Bromuro de hexadeciltrimetilamonio {CTAB) (5% V/V). se 

deja unos minutos a T A. y se centrifuga a 12 Krpm, 5 min a T A 

La pastilla se resuspende en 300 µl de cloruro de sodio 1.2 M por 

agitación y se reprecipita agregando 750 µl de etanol absoluto 

fria. Se centrifuga a 12 Krpm 10 min a T A y la pastilla obtenida 

se lava con etanol al 70%. Se resuspende en agua tratada con DEPC. 

Una vez resuspendida la pastilla de DNA plasmidico, se hace un 

análisis enzimático. 

2.- Maxipreparación con el método de Cloruro de Cesio (ClCs). 

Se crecen bacterias en 5 ml de Medio Luria con el antibiótico 

de selección. Se traspasa la muestra en condiciones de esterilidad 

a un matráz de 1 lt que contiene 500 ml del mismo medio y cuando el 

cultivo tiene una o.o. de o.a a 600 nm (aprox. 6 hr. después del 

inóculo) se le añade cloranfenicol a una concentración de 125 

mg/ml. 

El cultivo se incuba con agitación durante toda la noche a 

37ºC. Se centrifuga en el rotor SS34 de una centrifuga Sorvall, a 

10 Krpm, 20 min a 4°C. El sobrenadante se desecha y la pastilla se 

resuspende en un volúmen final de 3.1 ml de solución TS (25% de 

sacarosa ultrapura, 50 mM de Tris-HCl pH 7.5). La suspención se 

transfiere a tubos de 15 ml, se agregan o. 3 ml de solución de 

lisozima ( 10 mg/ml de lisozima, 25 mM de Tris-HCl pH 7.5) y se 
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incuba 5 min en hielo. Se le agregan 1.15 ml de una solución de 

EDTA 200mM y se incuba 5 min. en hielo, se le añaden 4.5 ml de 

solución de Triton (1% de Triton X 100, 62.5mM de EDTA, 50 mM de 

Tris-HCl pH 7. 5) mezclando por inversión. Se incuba 10 min. en 

hielo. La preparación se decanta cuidadosamente a un tubo de 

policarbonato de 10 ml y se centrifuga en el rotor 50 Ti a 30 Krpm, 

30 min a 4° c. El sobrenadante se decanta en un tubo de 15 ml, se 

mide el volúmen, se agregan 0.95 g/ml de CsCl sólido y se mezcla 

por inversión. Al volúmen final, se le agregan 200 µg/ml de BrEt. 

La solución se transfiere a tubos de polialómero para rotor 50 Ti 

que se equilibran con aceite mineral por la parte superior. Las 

muestras se centrifugan a 45 Krpm, 36 hrs 15° c. Se extrae la 

banda inferior del tubo, que es visible cuando la irradiamos con 

luz UV de onda corta, (que corresponde al DNA del plásmido) 

mediante una punción con una jeringa de 3 ml, se rrtira la aguja y 

la muestra se coloca en un tubo de plástico de 15 ml. Se lava con 

un volúmen igual de isopropanol saturado con cloruro de sodio y se 

mezcla por inversión. Se remueve la fase superior y se repite el 

paso hasta que el color rosado de el BrEt desaparezca de la fase 

acuosa. La fase acuosa se dializa contra un litro de solución de TE 

toda la noche a 4 ºC con dos cambios. Al dializado final se le 

determina la absorbancia a 260 nm para conocer la concentración 

final de DNA plasmídico. 
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II. SINTESIS DE RIBOSONDAS. 

1.- Transcripción "in vitro" en presencia de isótopos radiactivos. 

El DNA plasmídico se digiere con la enzima deseada y se somete 

a una extracción fenólica; el DNA cortado se precipita con 1/10 de 

volúmen de acetato de sodio y 2 volumenes de etanol absoluto frie. 

Se centrifuga en una micrófuga a 12 Krpm, 30 min a 4 ºC y la 

pastilla se resuspende en agua con DEPC. La reacción de 

transcripción 11 in vitre" en presencia de 32p (transcrito caliente) 

se lleva a cabo en un tubo eppendorf de 1. 5 ml, al cual se le 

añaden a µl de agua tratada con DEPC, 6 µl de solución 

amortiguadora de la transcripción (comercial 5X), 3 µl de DTT (100 

mM), 1 µl de RNasín (Promega), 6µ1 de una solución de nucleótidos 

( 2.5 mM de ATP, CTP GTP y 0.25 mM de UTP), 2 µl de la mezcla de 

UTP a 32P (Ammersham) (con una actividad específica de 600 

mCi/mmol), 3 µl de la muestra de DNA (1 µg) : , y lµl de la 

polimerasa T7 o Sp6 comercial. Esta mezcla se incuba 1 hr a 37 º 

e en el caso de usar la polimerasa T7 y a 40ºC en el caso de usar 

la polimerasa SP6. Se añaden de 1 a 2 µl de DNAsa RQ1 y se incuba 

15 min. a 37ºC. Esta solución se lleva a un volúmen final de 

100µ1. Se hace una extracción fenólica, después de la cual se pasa 

a través de una columna de Sephadex G 50 y se centrifuga a 2 Krpm, 

3 min a 4°C. 

De la solución que se obtiene se toma una alícuota de 1 µl y 

se coloca en un papel Wattman 3MM, se deja secar y se coloca en un 

tubo vial con 5 ml de una solución de Tritón-tolueno (ver 

apéndice) . Las emisiones radiactivas se miden en un contador de 
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centelleo en el canal de 32p. 

rrr.- EXTRACCION DEL RNA DE CELULAS INFECTADAS y NO 

INFECTADAS. 

Para un manejo correcto de las metodologías de RNA es 

estrictamente necesario que se trabaje siempre con guantes, 

material horneado y el de plástico que sea nuevo y de preferencia 

esterilizado. El agua con la que se preparan las soluciones debe 

estar tratada con DEPC, y los reactivos deben ser pesados en 

recipientes horneados y vertidos con espátulas horneadas o de 

preferencia sin introducir ningún utensilio. Para las mediciones de 

pH, deben tomarse alícuotas para evitar una posible contaminación. 

1.- Extracción de RNA citoplásmico. 

Para la extracción del RNA citoplásmico, se cultivan las 

células deseadas en cajas o en suspensión y se lavpn 2 veces con 

PBS (ver apéndice) y posteriormente se centrifugan en una micrófuga 

a 12 Krpm, 1 min a T A. En el caso de las células cultivadas en 

caja, se despegan previamente con 750 µl de una solución 

amortiguadora de despegado (ver apendice) para cada caja PlOO y 325 

µl para cada caja P60. La pastilla se resuspende en 200 µl de una 

solución de RSB-NP40 (10 mM Tris-HCl pH 7.5, 10 mM NaCl, 1% NP40) 

y subiendo y bajando la mezcla 4 a 5 veces con una pipeta Gilson de 

1 rnl. Se verifica en el microscopio con una alícuota que la mayoría 

de las células estén rotas y los núcleos íntegros. Se centrifuga a 

12 Krpm, 5 min a 4° c. A este sobrenadante se le añade sos a una 

concentración final de 5% y 1 volúmen de fenal. Se centrifuga a 12 

37 



Krpm, 5 min a 4 ºC. La fase acuosa se transfiere a otro tubo limpio 

y se le añade un volúmen de una solución de cloroformo-alcohol 

isoamilico 24:1 y se centrifuga a 12 Krpm, 5 min a 4 ºC. La fase 

acuosa se transfiere a un tubo limpio y se vuelven a repetir los 

dos pasos anteriores. A continuación la fase acuosa se transfiere 

a un tubo limpio, se le añade 1/10 del volúmen de acetato de sodio 

3 M y 2 volúmenes de etanol absoluto frie. se deja a -70ºC toda la 

noche. Puede almacenarse o procesarse para su utilización, lo que 

consiste en centrifugar las muestras en una micrófuga 12 Krpm, 30 

min a 4°C. La pastilla obtenida se deja secar completamente y se 

resuspende en agua tratada con DEPC. 

2.- Extracción de RNA mediante el método de Isotiocianato de 

guanidina (ITCG). 

Las células crecidas tanto en caja como en suspensión se lavan 

dos veces con solución PBS. Al paquete celular, se le agregan 3.5 

ml de una solución de ITCG (ver apéndice) . Esta solución se hace 

pasar 4 veces hacia arriba y abajo con una jeringa de 5 ml con 

aguja 20 G, y se transfiere a un tubo limpio. Por otro lado, se 

colocan 1.5 ml de una solución de eles (5.7 M de ClCs, 100 mM de 

EDTA pH 8. O en un tubo de polialómero previamente hervido con 

EDTA y esterilizado en autoclave. Se transfiere la solución del 

lisado celular al tubo anterior muy lentamente formandose una 

interfase visible. se centrifuga en una ultracentrifuga con un 

rotor SW 50.1 a 35 Krpm de 12 a 20 hrs a 18ºC con aceleración y 

freno paulatino. Se retira el sobrenadante poco a poco con una 

pipeta gilson de 1 ml, dejando en el tubo aproximadamente 100 µl de 
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la solución, se invierte el tubo lentamente y la pastilla se deja 

aerear 10 min. Se resuspende en 360 µl de solución TES (10 mM Tris­

HCl pH 7.4, 5mM de EDTA, 1% SOS) utilizando una pipeta Gilson de 1 

ml y se transfiere a un tubo eppendorf de 1.5 ml limpio. Durante 

este paso, se debe poner mucha atención en que la pastilla quede 

completamente resuspendida. se agragan 40 µl de una solución de 

acetato de sodio 3 M y 1 ml de etanol absoluto frio y se precipita 

30 min. a -70ºC. se centrifuga en una micrófuga a 12 Krpm, 30 min 

a 4°C. La pastilla puede resuspenderse en agua tratada con DEPC 

para un uso inmediato o bien puede almacenarse precipitada en 

etanol absoluto para su uso posterior. Se cuantifica la cantidad 

de RNA obtenida por espectrof otometría y se revisa la integridad de 

este en un minigel de agarosa teñido con BrEt. 

3.- Extracción de RNA poli A+. 

En la parte interior de una pipeta pasteur larga horneada se 

coloca un tapón de fibra de vidrio estéril con la ayuda de otra 

pipeta horneada. En la parte exterior de la punta de la pipeta, se 

coloca una manguera de plástico transparente, nueva y estéril 

( cateter de alimentación) de 2. 63 mm de diámetro exterior y se 

flamea con un mechero para fundirla con el vidrio de la pipeta. 

(Puede reforzarse con papel parafilm). Una vez revisado que esté 

bien sellada, se sujeta en un soporte universal y se coloca en el 

extremo final de la manguera, una pinza para regular el flujo de 

salida de las soluciones. Se introduce en la pipeta un volúmen 

aproximado de 1 ml de solución amortiguadora de carga estéril con 

0.1 g de oligo dt celulosa (ODTC) (ver apéndice) para formar una 
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columna de aproximadamente 1. 5 cm de al to, se lava con 3 a 5 

volúmenes de agua estéril tratada con OEPC, de 3 a 5 volúmenes de 

una solución de 100 mM de hidróxido de sodio con 5mM de EOTA. Se 

enjuaga con agua tratada con OEPC hasta que el pH de la solución 

eluyente sea menor de B.O. La columna se lava con 5 volúmenes de 

solución amortiguadora de carga estéril lX con sos (ver apéndice) . 

La muestra se prepara añadiendo al RNA un volúmen de solución 

amortiguadora de carga con sos 2X, se calienta 30 min. a 55ºC y se 

enfria en hielo por unos minutos. La muestra se vierte en la 

columna y se colecta con un flujo muy lento en un tubo eppendorf 

nuevo. Este paso se repite tres veces más y en la última se deja la 

muestra sin eluir durante un tiempo mínimo de media hora. La 

columna se lava con 8 ml de solución amortiguadora con sos lX muy 

lentamente y con 2 ml de solución amortiguadora de carga sin sos lX 

que se colectan en un tubo Corex de 15 ml. En e.,sta fracción se 

obtiene al RNA poli A - . El RNA poli A+ se e luye muy lentamente 

con 5 ml de solución amortiguadora de elución (10 mM Tris-HCl pH 

7. 5, lmM EOTA) en otro tubo Corex de 15 ml horneado. Una vez 

obtenidas las muestras se prccipi tan con l/ 10 de volúmen de acetato 

de sodio y dos volúmenes de etanol absoluto frío toda la noche. 

Para obtener la pastilla, se centrifuga en un rotor SS34 de una 

centrífuga Sorvall, a 10 Krpm, 3 o min a 4 ºC. Se retira el 

sobrenadante y la pastilla se deja secar unos minutos a T A. para 

posteriormente resuspenderla en agua tratada con OEPC. 
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rv.- FIJACION DEL RNA A PAPEL DE NITROCELULOSA. 

1.- Técnica de transferencia en franja. 

Se corta el papel de nitrocelulosa del tamaño del aparato de 

transferencia y se sumerge completamente en agua 10 min. Se 

transfiere a una solución de SSC (1.5 M cloruro de sodio, 0.15 M 

citrato de sodio anhidro) lOX, 20 min y se coloca en el aparato de 

transferencia. Cada pozo se lava con 400 µl de solución SSC lOX la 

cual se extrae con vacío. Se colocan entonces cada una de las 

muestras que previamente han sido tratadas de la siguiente manera: 

en tubos eppendorf nuevos esteriles de 0.5 ml se colocan 300 µl de 

una solución de SSC-F {lOX SSC y 46% de formaldehido comercial), 

los µl que se requieran de muestra de RNA y el resto de agua 

tratada con DEPC para obtener un volúmen final de 400 µl. Todas las 

muestras se calientan 15 min a 65ºC justo antes de colocarse en el 

aparato de transferencia y se filtran en papel de nitrocelulosa con 

vacío. Nuevamente se lava cada pozo con solución SSC 10X. Se 

retira el filtro y se enjuaga en solución ssc 10X. Se hornea 2 hrs 

a 80 ºC con vacío. El papel puede almacenarse entre dos hojas de 

papel Whattman dentro de una bolsa de plástico a 4°C. 

2.- Técnica de transferencia tipo Northern. 

a.-Preparación del gel de agarosa-formaldehido al 1.2%. 

Para preparar el gel, se hierven 2.4 gr de agarosa en 174 ml 

de agua tratada con DEPC en un matráz estéril y horneado. Una vez 

disuelta la agarosa, se enfria a 60 ºC; cuando el matráz ha 

alcanzado esta temperatura se le agregan 20 ml de solución 

amortiguadora MOPS 10X (ver apéndice) y 6. o ml de formaldehido 
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comercial, se mezcla bien y se vuelve a colocar de 5 a 10 min. a 

60ºC La agarosa se vierte en la cámara de electroforésis y se deja 

solidificar para que se forme el gel. El peine no se retira sino 

justo unos minutos antes de poner las muestras en los pozos. 

b.- Preparación de las muestras de RNA. 

En tubos eppendorf de 1.5 ml se coloca en un volúmen final de 

50 µl, lX de solución MOPS, 17.5% de formaldehido comercial con pH 

mayor de 5.0, 50% de, formamida ultrapura desionizada y la muestra 

de RNA en agua DEPC. Los tubos se agitan con un vortex y se 

centrifugan en una microfuga a 12 Krpm unos segundos a T A para 

que toda la muestra resbale hasta el fondo del tubo. Estos se 

incuban 15 min. a 65ºC y se colocan en hielo. A cada tubo se le 

añaden 10µ1 de solución amortiguadora de muestra de formaldehido 

(FLB: lmM de EDTA pH B.O, 0.25% de azúl de bromofenol, 0.25% de 

xilencianol, 5% de glicerol) , se mezcla con un vortex y se 

centrifuga brevemente. 

c.- Electroforésis del gel de agarosa-formaldehido. 

El gel se coloca en la cámara de electrof orésis y se cubre con 

solución amortiguadora de corrida MOPS lX. Se retira el peine y 

enseguida se van colocando las muestras en cada uno de los pozos 

del gel. El gel se somete a un voltaje de 100 V, por un tiempo 

máximo de 3 horas durante las cuales el colorante de las muestras 

debe sobrepasar la mitad del gel. 

d.- Transferencia del gel a papel de nitrocelulosa. 

Si se corrieron las muestras por duplicado, en este 

momento se corta el gel mediante un corte con navaja para que uno 
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de los duplicados sea teñido. La parte del gel que se va a 

transferir a papel de nitrocelulosa se coloca en un recipiente con 

agua destilada en agitación que se recambia de tres a cuatro veces 

cada 5 min aproximadamente hasta que el formaldehido se haya salido 

por completo del gel; después, este se sumerge en solución SSC lOX, 

45 min en agitación. Mientras tanto, se corta la nitrocelulosa de 

un tamaño un poco mas pequeño que el gel (aproximadamente 3 mm 

menos en ambas dimensiones) y se coloca 1 min en agua y 10 min en 

ssc 20X usando siempre guantes. Se cortan de 3 a 5 hojas de papel 

Whattman 3MM de un tamaño aproximado de 6 mm menor que el gel. 

El aparato de transferencia consta de una parte inferior o 

recipiente en donde se vierten de 1 a 2 l de solución ssc 20X; y 

una parte superior o puente sobre la cual se coloca una tira de 

papel Whattman 3MM previamente humedecida en solución ssc 2ox de 

manera que los extremos hagan contacto con l.P. solución del 

recipiente. Se retiran las burbujas formadas entre el papel y el 

puente y se coloca el gel sobre el papel con los pozos hacia este. 

Se retiran las burbujas y enseguida se coloca el papel de 

nitrocelulosa, uno de los papeles Wattman 3MM humedecido en 

solución SSC 20X y los otros papeles se colocan secos; sobre estos 

últimos se colocan 3 cm de altura de papel absorbente del tamaño 

del gel y sobre todo lo anterior se coloca un peso aproximado de 1 

Kg. La transferencia se deja toda la noche a TA. Transcurrido este 

tiempo, se retiran todos los papeles, se toma la nitrocelulosa, se 

coloca entre dos papeles wattman y se hornea 2 hr a SOºC en un 

horno de vacío. 
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La parte del gel cortada que va a teñirse se deja en agua toda 

la noche a 4°C. Se retira del agua y se pone en una solución de 500 

ml de agua con 25 µl de BrEt 10 mg/ml. se verifica en el 

transiluminador hasta que la tinción sea correcta y se fotografía. 

A veces es necesario desteñir en agua para observar mejor las 

bandas. 

Cuando no se tiene suficiente muestra para hacer duplicados, 

en el momento de colocar las muestras en el gel, se les añade 1 µl 

de una solución de BrEt 10 mg/ml. El BrEt que migre en el gel en 

sentido opuesto a las muestras, se retira cortando la agarosa de la 

parte superior de los pozos con una navaja. Una vez terminada la 

electroforésis, se fotograf ia el gel y se continúa la técnica como 

se indicó anteriormente. 

V.- DETECCION DE RNA VIRAL POR MEDIO DE RIBOSONDAS. 

1.- Prehibridación e Hibridación de los papeles de 

nitrocelulosa. 

En un tubo cónico de 50 ml, en un volúmen final de 2 ml, 

se pone: 50% de formamida desionizada, 5% de SSCPE, 150 mM de 

cloruro de sodio, 15 mM de citrato de sodio, 13 mM de fosfato de 

potasio, 1 mM EDTA a pH 7.2 ajustado con hidróxido de sodio), 5X de 

solución Denhardt's (1% de Ficoll, 1% de albúmina sérica bovina, 1% 

de polivinilpirrolidina), 0.1% de sos, 250 mg/ml de DNA de esperma 

de salmón previamente calentado a ebullición 10 min y enfriado en 

hielo unos minutos. El papel de la transferencia tipo franja se 

humedece con SSC GX y se introduce en el tubo que contiene la 

solución de prehibridación, procurando que se pegue a la pared de 
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este, retirando las posibles burbujas entre ambas superficies. Se 

cierra el tubo y se coloca en un horno de hibridación con rotación 

de 2 a 16 horas a 60° c. si la hibridación es con papeles más 

grandes, como los de la transferencia tipo Northern, se recomienda 

que la prehibridación se haga en probeta con un volúmen de 7 ml. 

Para la hibridación, solamente se agrega a la mezcla de 

prehibridación la ribosonda previamente calentada a ebullición 10 

min y enfriada en hielo unos minutos y se deja en el horno con 

movimiento rotatorio toda la noche a 60°C. 

2.- Lavado, exposición y revelado. 

Una vez hibridados los papeles, se retiran del tubo y se 

colocan en un recipiente con una solución de ssc o.2x 1 h a 60 •e 

con 3 cambios de solución cada 20 min. 

El papel se coloca en una bolsa de plástico y se sella para 

que conserve la humedad. Se expone en un cassett~ con pantallas 

amplificadoras a -70°C. La placa puede revelarse desde las 3 horas 

de exposición. 

vr.- CULTIVO DE LINEAS CELULARES 

1.- cultivo de células HeLa. 

Células HeLa (derivadas de un carcinóma de cervix humano) 

fueron crecidas en cajas petri (plOO) con 10 ml de medio Dulbecco 

(medio minimo esencial modificado por Dulbecco), suplementado con 

10% de suero de caballo y lX de antibiótico. Las células se 

siembran en campo estéril (campana de flujo laminar) , se incuban a 

37º e con flujo de co2 el tiempo suficiente para obtener la 

confluencia. 
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2.- Cultivo de células CV-lP. 

Células CV-lP (derivadas de riñón de mono) fueron cultivadas 

en medio Dulbecco suplementado con 10% de suero de ternera 

(neonato) y penicilina-estreptomicina (PE) lX, en cajas plOO. Las 

células se siembran bajo las mismas condiciones que las células 

HeLa. 

3.- Cultivo de células Molt. 

Células Molt (derivadas de una línea linfocítica) fueron 

cultivadas en medio RPMI 1640 (Sigma) suplementado con suero fetal 

bovino al 10% y lX de antibióticos. Las células se siembran en 

campo estéril en frascos F 75 y se incuban a 372c con flujo de co2 

el tiempo suficiente para que lleguen a fase lag (Gartner, S. y 

col. 1990) . 

VII.- INFECCION VIRAL. 

l.- Infección con poliovirus. 

Se cultivan de una a dos cajas P100 con células HeLa y 

cuando éstas están confluentes se les retira el medio y se lavan 

con medio Dulbecco sin suero. A cada caja se le agregan 50 µl del 

stoclc de virus del laboratorio (20 unidades formadoras de placa 

(UFP)/célula) y se dejan adsorber a T.A. 45 min. moviendo las cajas 

cada 15 min. Se le agrega a cada caja 5 ml de medio Dulbecco lX con 

5% de suero de caballo y se incuban las células 5 hrs a 37°C. Se 

les retira el medio y se añaden 375 µl de solución amortiguadora de 

despegado (ver apéndice) y se incuban 5 min a T A Estas se recogen 

y la muestra se coloca en un tubo eppendorf estéril. Se centrifugan 

a 12 K, 1 min a 4 ºC para empaquetarlas y se les retira el 
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sobrenadante. La pastilla celular se congela y almacena a -20 ºC 

hasta su procesamiento. 

2.- Infección con el virus del dengue. 

Se cultivan de una a dos cajas PlOO con células CV-lP y cuando 

están confluentes se les retira el medio y se lavan con MEM sin 

suero. A cada caja se le agregan 200µ1 del stock del laboratorio 

(0.1 UFP/célula) y se dejan a TA 1.5 hrs a T.A. moviendo las cajas 

cada 30 min. Se añaden 5 ml de medio MEM con suero al 2% y se 

incuban a 37°C, 3 dias. Pasado este tiempo, se cosechan las células 

de la misma manera que en el inciso anterior. 

3.- Infección con el virus de inmunodeficiencia humana. 

Se cultivan las células molt en frascos, y se dejan crecer 

hasta alcanzar la fase de crecimiento logaritmica, y es entonces 

cuando las células son infectadas según la metodologia de Gartner 

s. y col. 1990. Durante los primeros dias postinfección, es decir, 

durante la fase de infección aguda, se debe observar la formación 

de sincicios, y a medida que la infección se estabiliza, deben 

hacerse ensayos de inmunofluorescencia (Emmos y col. 1977), y de 

reversotranscriptasa (Rey, M.A. y col. 1984) con la finalidad de 

corroborar c¡ue la infección se ha estabilizado, es decir, que ha 

habido integración del genóma viral en el celular. Una vez 

sucedido lo anterior, las células se cultivan como se ha mencionado 

con anterioridad, 

integrado. 

manteniéndose asi los cultivos con virus 
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RESULTADOS 

Los virus constituyen el grupo de patógenos más importante 

para el ser humano, ya que representan el 60% del total de las 

infecciones que en él se producen. Por esta razón, la virología se 

ha dedicado actualmente no solo al aislamiento y caracterización, 

sino también al entendimiento de las bases y mecanismos moleculares 

implicados en la patogenia de estos agentes. 

Uno de los aspectos que ha sido importante en la resolución 

de problemas relacionados con el estudio de las enfermedades de 

etiología viral, lo constituye el diagnóstico, sobre todo en caso 

de aquellas infecciones graves o mortales, como es el caso del SIDA 

y la enfermedad de fiebre por dengue, que representan un problema 

importante tanto desde el punto de vista de salud pública como 

epidemiológico. 

Los métodos de diagnóstico comunmente utilizados, han resuelto 

satisfactoriamente gran parte de las necesidades para las cuales 

fueron creados, sin embargo, es una realidad que ellos presentan 

algunas desventajas, como lo son la aparición de reacciones 

cruzadas y la dificultad de detectar la infección en etapas 

tempranas de la misma. Para resolver estos problemas, se planteó 

en el laboratorio la construcción de ribosondas, (es decir, 

secuencias de RNA capaces de detectar por complementaridad regiones 

del genoma viral) , como un método alternativo de diagnóstico. Las 

ribosondas que se construyeron, nos permiten detectar secuencias 

genómicas del VIH, poliovirus y virus del dengue. 
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DISEÑO Y CONSTRUCCION DE LOS PLASMIDOS CON LAS SECUENCIAS 

DEL VIH 1. 

Con el fin de construir un vehículo de expresión que nos 

permitiera generar una ribosonda capáz de detectar secuencias 

genómicas del VIH 1, se utilizó al plásmido pBHlO cuya secuencia 

puede observarse en la figura 1-A, donado al laboratorio por el Dr. 

Haseltine, Harvard Medical School, Massachusetts, USA. Este 

plásmido se construyó clonando en el plásmido pSPó4, la secuencia 

del DNA complementario del VIH 1 completa (HTLV IIIb), a excepción 

de una región de 182 pb que corresponde al sitio de unión con el 

"primer" tRNA y a parte de la secuencia lider localizada en la zona 

R y U5 del LTR 3 1 (Retner, L. y cols 1985). El .Plásmido pBHlO, 

contiene además el gene de resistencia a ampicilina (gene de B­

lactamasa), un origen de replicación, una región denominada 

polilinker con sitios únicos de corte para diferentes enzimas de 

restricción y el promotor del bacteriofago Spó de Salmonella 

typhimurium, mediante el cual es posible la transcripción de 

secuencias que se encuentren hacia abajo del promotor, es decir, 

nos permite sintetizar moléculas de RNA o ribosondas (Melton, D.A. 

y cols. 1984). 

Para poder construir la ribosonda, se llevaron a cabo una 

serie de procedimientos que consistieron en primer lugar, en 

comprobar la identidad del plásmido determinando el patrón de corte 
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con enzimas de restricción. En la figura 1-A, se observa el mapa 

de restricción del plásmido pBHlO, y en la 1-B, la fotografia de un 

gel de agarosa en el que se observan los fragmentos generados con 

cada una de las enzimas elegidas, los cuales corresponden en tamaño 

a los fragmentos esperados, lo que nos asegura que estabamos 

trabajando con el plásmido adecuado. 

A partir del plásmido pBHlO de 11, 927pb, se construyó el 

plásmido pBH4.3, que fue utilizado para sintetizar la ribosonda 

especifica para la detección de secuencias del VIH 1. Para la 

construcción del pBH4.3, el DNA del plásmido pBHlO se cortó con la 

enzima Kpn I, la cual generó dos fragmentos de 5186 y 674lpb. El 

fragmento de 674lpb, se religó por incubación en presencia de la 

enzima DNA ligasa del bacteriofago T4, obteniendose al plásmido 

pBH4.3 (ver el esquema de la construcción en la figura 2). 

Este plásmido contiene la secuencia completa del LTR 5' y del 

gene gag, parte de la secuencia del gene pal y la región R y U3 del 

LTR 3 1 (ver figura 3-A). 

El plásmido pBH4.3 fue sometido a un análisis por restricción 

con 5 diferentes enzimas con el fin de verificar que la 

construcción habia sido correcta (ver figura 3-B). Las enzimas de 

elección se indican en el lado izquierdo de la figura, y en el lado 

derecho se muestra la fotografia del gel con los fragmentos 

generados con ella. El tamaño de los fragmentos obtenidos 

correspode a los esperados, lo que corrobora que la construcción 

fue correcta; (comparar los fragmentos obtenidos con los sitios de 

corte mostrados en la figura 3-A) . 
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Restricción del plásmido pBHIO 
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FIGURA 1.- RESTRICCION DEL PLASKIDO p11H1D. 

(A) Mapa de restricción del plásmido pBH10 el cual contiene la secuencia nucleotidica completa del VIH 
1 CHTLV tllb) a excepción de la región R y US del LTR 5 1 • (B) Electroforésis en gel de agarosa al 1.0Y. del 
plásmido pBH10 después de haber sido sometido a restricción con diferentes enzimas. carril 1: Marcadores de peso 
molecular CONA del fago Larrbda digerido con la enzima Hind IIt). Carril 2: Plásmido pBH10 sin digerir. Carriles 
3-6: Digestion del plásmido pBH10 con las enzimas sac J, Hinc 11, NdeJ y Eco Rl respectivamente. 
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Construccion del plasmldo pBH 4.3 
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FIGURA 2.- ESQUEMA DE CONSTRUCCIOll DEL PLASMIDO pllH4.3 
A partir de la digestión del plásmido pBH10 con la enzima Kpn 1 se obtuvieron dos fragmentos de 5186 

y 6741pb. El fragmento mayor fue aislado y vuelto a ligar en presencia de la enzima DNA ligase del fago T4, 
generandose de esta manera el plásmido pBH4.3 el cual contiene los genes que se señalan en el esquema (el LTR 
5 1 , parte de la secuencia de pol y del LTR 3 1 y la secuencia completa de gag). 
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A) 
Restricción del plósmido pBH 4.3 
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FIGURA 3.- RESTRICCION DEL PLASMIOO pBH4.3 
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(A) Mapa de restricción del plásmido pBH4.3. (8) ElectroforCsis en gel de agarosa al 1.0X, del plásnido 
pBH4.3 después de haber sido sometido a reacción con diferentes enzimas de restricción. Carril 1: Marcadores 
de peso molecular CONA del fago Lambda digerido con la enzima Hind 111). Carril 2: Plásmido pBH4.3 sin digerir. 
Carriles 3·6: digestión del plásmido pBH 4.3 con las enzimas Sac 1 (parcial), Hind 111, Pst 1 y Hinc 11 
respectivamente. Carril 7: Marcadores de peso molecular CONA del plásmido pGEH4Z digerido con la enzima Hael 11. 
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SINTESIS DE LA RIBOSONDA A PARTIR DEL PLASMIDO pBH4.3. 

Una vez construido el plásmido pBH4.3, el siguiente paso fue 

el comprobar si podíamos llevar a cabo la síntesis de las 

ribosondas a partir de éste, y si estas era capaz de detectar por 

complementaridad las secuencias genómicas del VIH 1 en los 

extractos provenientes de células infectadas. 

Para sintetizar las ribosondas, fue necesario digerir el 

plásmido pBH4.3 con la enzima de restricción Eco RV (ver figura 4-

A). La enzima Eco RV tiene tres sitios de corte en el plásmido 

pBH4.3, y el que se localiza mas cercano al promotor es el que 

posee el extremo 3' de la ribosonda (ver el esquema de la figura 4-

A). El tamaño esperado para el transcrito fue de 378b, que es la 

distancia que existe entre el promotor de Sp6 y el sitio Eco RV. 

En el carril 2 de la figura 4-B, se puede observar la 

migración electroforética en un gel de agarosa de las 3 bandas 

generadas a partir de la restricción del plásmido pBH4.3 con la 

enzima Eco RV. Los tamaños de estas fueron de 79, 952 y 5711pb, y 

es a partir de este último fragmento, denominado molde, que se 

llevó a cabo la síntesis de la ribosonda. Los fragmentos obtenidos 

de la restricción, fueron sometidos a la reacción de transcripción 

"in vitre" en presencia de la RNA polimerasa SP6, y al analizar la 

muestra por electroforésis en un gel de agarosa (ver carril 3 de la 

figura 4-B) , se pudo detectar además de las bandas provenientes de 

la restricción del plámido pBH4.J, la aparición de una banda de 

378b que correspondia por tamaño a la banda de RNA esperada. 
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FIGURA 4.- ANALISIS POR ENSAYO PE TRANSCRIPCION "IN VITRO" DEL PLASHIDO pBH4.3. 

(A) Mapa del plásmido pBH4.3 y sitios de corte de la enzima Eco RV. (8) Transcripción 11 in vitro 11 con 
el plásmido pBH4.3 en presencia de la pol imerasa SP6. Los productos de digestión y transcripción fueron 
migrados en un gel de agarosa al 1.2 %. Carril 1: Marcadores de peso molecular (DNA del fago Lambda digerido 
con La enzima Hind 111). Carril 2: Plásmido pBH4.3 digerido con la enzima Eco RV. Carril 3: Transcripción 11 in 
vitro11 del DNA del plásmido pBH4.3 digerido con la enzima Eco RV. Carril 4: Muestra simiar a la del carril 3, 
tratada con la enzima DNasa Ra1. Carril S: Marcador de peso (Plásmido pGEM 4Z comercial). 
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Para comprobar que esta banda recién sintetizada era RNA, la 

muestra sometida a la reacción de transcripción 11 in vitro" fue 

tratada con la enzima DNAasa RQl, y migrada electroforéticamente en 

un gel de agarosa (carril 4 de la figura 4-B) en donde podemos 

observar la desaparición de las bandas de DNA, y no asi la banda de 

RNA recién sintetizada de 378b. Estos ensayos nos permitieron 

contar con la sintesis de moléculas de RNA a partir del DNA 

complementario del VIH 1 clonado en el plásmido pBH4.3. 

La ribosonda de 378b, corresponde al extremo 3 1 terminal del 

genóma del VIH 1 (HTLV IIIb) que contiene parte del gene NEF y una 

pequeña región de los repetidos largos terminales (LTR} . Esta 

región, esta contenida en los tres transcritos (RNA m) del VIH que 

se han reportado presentes en las etapas tempranas (de 2.0 Kb) o 

tardias (4.3 y 9.2 Kb) de la infección (ver figura B) por lo que 

la ribosonda en teoria debe ser capaz de _. detectar por 

complementaridad cualquier transcrito que pudiera generarse en las 

células infectadas con el VIH 1 (Cullen, B.R., 1991. Greene, w.c., 

1991); Cullen, B.R. y col., 1990}. 
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FIGURA D.- REGIJLACIOll DE LA EXPRESIOH GENICA DEL VIII. 
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Los factores transcripcionales celulares son mediadores de un bajo nivel de transcripción inicial que 
resulta en la expresión de las proteínas regulatorias virales. La proteína Tat actúa sobre TAR (elemento de 
respuesta a la transactivación) para arrplificar a altos niveles la expresión de todos los productos genicos 
virales. La protefna Rev induce la transición de esta fase temprana de regulación, hacia una fase tardfa de 
expresión génica mediante la sfntesis 
de grandes cantidades de proteínas estructurales virales. 
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DETECCION DE SECUENCIAS DEL VIH 1 MEDIANTE EL USO DE 

RIBOSONDAS. 

Una vez construida la ribosonda, se necesitaba probar que ésta 

era realmente capaz de hibridar con los transcritos virales 

provenientes de células infectadas con el VIH l. 

Para ello, se utilizaron cultivos "in vitre" de células molt 

no infectadas e infectadas con el VIH 1 (HTLV IIIb), obtenidas en 

el laboratorio de la Dra. carmen Soler, del Instituto de 

Investigaciones Biomédicas, México, D.F. 

Ambos cultivos se procesaron a través de diferentes 

metodologías (ver materiales y métodos) para obtener extractos de 

RNA total, y después de su cuantificación se procedió a fijarlos 

a papel de nitrocelulosa mediante la metodología de transferencia 

en franja (ver materiales y métodos). Una vez realizado lo 

anterior, el papel se hibridó con la ribosonda de., 378b, (que fue 

sintetizada en presencia de UTP-a P32). 

Los resultados obtenidos se muestran por duplicado en la 

autorradiografia de la figura 5-A, en donde se puede observar una 

señal en el carril que corresponde a lµg de RHA (proveniente de 

500,000 células). Esta señal, se fue haciendo mas evidente a 

medida que se incrementó la cantidad de RNA, en 2 y 5 µg que 

corresponden a 1 millon y 2. 5 millones de células infectadas 

respectivamente. 

En las muestras de RNA provenientes de células no infectadas, 

a diferencia de las infectadas, se observa una señal muy débil que 

se mantiene constante a pesar del incremento en la cantidad de RNA 
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A) 

total de 1 a 5 veces (tres últimas muestras). Estos resultados 

fueron corro- horados después de cuantificar y graficar la 

radiactividad incorporada en cada pozo del papel, como puede 

observarse en la figura 5B. 
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FIGURA 5.- HIBRIDACIOll TIPO FRANJA DEL RNA DE CELULAS INFECTADAS Co:I EL VIII. 

(A) se muestra la autorradiograffa de la transferencia tipo franja de RNA obtenido de células no 
infectadas (control) e infectadas con el VIH 1 CHTLV IIIb), e hibridada con la ribosonc:la proveniente del 
plásmido pBH4.3 (ver figura 4). En el lado izquierdo de la figura se indican tas cantidades de RNA fijadas ai 
filtro de nitrocelulosa, en duplicados de la rrKJestra. La actividad especffica de la ribosonda fue 1.5 x 10 
cpm/µg de RNA; el lavado de los fil tras se llevó a cabo a al ta severidad (ver materiales y métodos), Y su 
exposición fue de tres dfas. (8) Se muestra de manera cuantitativa los resultados de le figure 5-A. Célulag 
infectadas con VIH 1 (----), células no infectadas(· • - -). 1µ.g de RNA corresponde aproximadamente a 5 x 10 
células. 
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Los datos anteriores sugerian por un lado, la existencia de 

secuencias probablemente de origen celular con las cuales se 

presentaba hibridación cruzada de la ribosonda (ya que los 

controles negativos presentar-0n hibridación) y por otro que esta 

señal siempre fue menor a la encontrada con el RNA proveniente de 

lisados infectados. 

Con la finalidad de corroborar estos resultados, se repitió el 

ensayo aumentando la concentración de RNA de las células infectadas 

y no infectadas de 1 a 6 µ.g. Los resultados obtenidos fueron 

similares a los anteriores, (ver figura 6) observándose nuevamente 

un incremento en la intensidad de la señal a medida que aumentaba 

la concentración de RNA proveniente de células infectadas, no 

siendo asi con el RNA proveniente de las células rnolt o de 

linfocitos humanos normales no infectados en donde la señal 

observada se sigue presentando muy débil y constante 

independientemente de la concentración de RNA utilizado. En este 

ensayo, se analizaron también extractos de RNA proveniente de 

células infectadas con el VIH 1 (MN) (heterólogo), en 

concentraciones de 1 a 6 µ.g (ver figura 6) y los resultados fueron 

similares, salvo que la intensidad de las señales tanto en el RNA 

proveniente de células infectadas corno en el de células no 

infectadas se mostró mas débil con respecto a la señal de los 

ensayos con VIH 1 (HTLV IIIb) (homólogo) . 

Este menor reconocimiento se debe a que la ribosonda que se 

utilizó para detectar las secuencias genómicas (J78b) no 

corresponde totalmente a la secuencia del VIH 1 (MN) . 
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FIGURA 6.- HIBRIDACIOH TIPO FRANJA DE RNA DE CELULAS INFECTADAS CClN EL VIH 1 CHTLV l llb Y HN). 

Autorradfograffa de la transferencia e hibridación de RNA proveniente de células no infectadas e 
infectadas con el VIH 1 (cepas Mn y HTLV Illb) con la ribosonda generada a partir del plásmido pBH 4.3. En el 
Lado izquierdo de la figura se idican las cantidades de RNA y la cepa del virus utilizada en la infección, asf 

~~é~~l~~A~~~ l~z:~~f~~o:0~etrh~:~~i~~fe~~a~~s:a~~ ~~~~~~~a~e e~~~~:~c!ª~e c:;t:id~dse:nd~e fRuNeA J':~~~n~e~~g 
cpm/µg de RNA, el filtro fue lavado a al ta severidad y expuesto tres di as. 
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Para determinar si el reconocimiento cruzado con las 

secuencias de RNA célular correspondia a secuencias de RNA 

mensajeros celulares o a RNA ribosomal (reportado como una de las 

causas que puede provocar este fenómeno), se decidió separar del 

RNA total al RNA poli A+ (RNAs mensajeros) del RNA poli A- (RNA 

ribosomal y RNA de transferencia) (ver materiales y métodos). Los 

resultados pueden verse en la autorradiografía de la figura 7, en 

donde se muestran cantidades de 0.5 y lµg de extracto total, de RNA 

poli A+, y de RNA poli A- proveniente de células infectadas y no 

infectadas que fueron hibridadas con la ribosonda de 378b. 

Las señales más prominentes corresponden a los controles 

positivos (secuencias del plásmido pBHlO). Los resultados con el 

RNA proveniente de extractos totales muestran un comportamiento 

similar al obtenido anteriormente, mientras que con los extractos 

de RNA poli A+, solamente se observa la hibridación en los carriles 

con RNA proveniente de células infectadas, y no así en el 

proveniente de células no infectadas, en donde la hibridación no es 

detectable. (Los valores de estos resultados obtenidos por 

espectrofotometría de la autorradiografía pueden observarse 

graficados en la figura 7-B ) . Sin embargo, al analizar los 

extractos de RNA poli A-, se observa que tanto el RNA proveniente 

de células infectadas, como el de células no infectadas, se detecta 

una señal de hibridación tenue y de aproximadamente igual 

intensidad independientemente de la concentración. Esto sugiere 

que la hibridación obtenida con los RNAs de células no infectadas 
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corresponde a una hibridación con el RNA ribosomal. 

A) 
Control lnf 

µgRNA •• • -DNAc pBH10 

0.5- )"''"''º totol lE. T.) 
1.0-

0.5- l Poli A+ 
1.0- -
0.5-
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1.0-

FIGURA 7.- HIBRIDACION TIPO FRAHJA DE RNA POLI A+ Y POLI A- DE CELULAS INFECTADAS CON EL VIH 1. 

CA) Autorradiograffa de la transferencia tipo franja e hibridación del RNA total, poli A+ y PoU A· 
obtenido a partir de células no infectadas (control) e infectadas con el VIH 1 CHTLV lllb) con la ribosonda 
sintetizada a partir del plásmido p8H4.3. En la parte izquierda de la figura se indican las cantidades de RNA 
utilizadas en los ensayos, y del lado derecho se indican las poblaciones de RNA. (B) Análisis densitométrico 
a 560 rvn de cada uno de los valores obtenidos de la hibridación con el RNA poli A+ de la figura 7·A. RNA pal i 
A+- de células infectadas(··--··) y RNA poli A+ de células no infectadas(· - • -). Los egsayos de hibridación 
se llevaron a cabo uti l i lzando una ribosonda con una actividad especifica de 2.3 x 10 cpn/µ.g de RNA. Los 
lavados fueron a alta severidad y la exposición del filtro fue de tres dias. 
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Para corroborar de manera precisa si la hibridación obtenida 

con el RNA de células no infectadas era debida a una hibridación 

con el RNA ribosomal, se hizo un ensayo de transferencia tipo 

Northern en el cual las poblaciones de RNA fueron separadas por 

tamaño mediante una electroforésis en un gel desanaturalizante de 

agarosa, (ver materiales y métodos). Una vez separados, los RNAs 

fueron transferidos a papel de nitrocelulosa e hibridados de manera 

similar a la descrita anteriormente. Los resultados de este ensayo 

se muestran en la autorradiografia de la figura 8. Al analizar los 

resultados del RNA proveniente de los extractos totales (ver 

carriles 2 y 3), pudimos observar que existe al igual que en los 

ensayos de transferencia en franja, una señal de hibridación tanto 

en las muestras de RNA proveniente de células infectadas como en el 

de células no infectadas. El tamaño de las dos bandas detectadas 

fue de 2. O y 4. 3 kb, que corresponden en tamaño a los RNA 

ribosomales (1.9 y 4.3 Kb). En el caso de los RNA provenientes de 

células infectadas, se puede observar una señal de hibridación un 

poco mayor, que se debe a que los RNA mensajeros virales tienen una 

migración electroforética similar a la de lo RNA ribosomales, lo 

que por otro lado, hace muy difícil mediante este sistema su 

separación. A diferencia de lo anterior, cuando se utilizó la 

técnica de separación de los RNA poli A+ del resto de los RNAs (ver 

carriles 4 y 5) las bandas detectadas en el carril con extractos 

provenientes de células infectadas evidentemente correspondieron 

a los RNA mensajeros del VIH, (carril 4) ya que fueron del tamaño 

reportado, y además no se detectan en los extractos provenientes de 
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células no infectadas (carril 5). 
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FIWRA 8.- TRANSFERENCIA TIPO NORTHERN DE LAS POBLACIONES DE RNA DEL VIH 1. 

En esta figura se íl'K.lestra La autorradiograffa del ensayo de transferencia de RNA total y RNA pal i A+, 
provenientes de células no infectadas (control) e infectadas con el VIH 1 CHTLV JIJb), e hibri~do con la 
ribosonda proveniente del plámido pBH4.3. la actividad específica de la ribosonda fue de 2.7 x 10 cpm/J.19 de 
RNA. Los papeles fueron lavados a al ta severidad y expuestos 48 horas. Carril 1: DNA del plásmido pBh10. 
Carril 2: RNA citoplásmico total de céulas infectadas. Carril 3: RNA citoplásmico total de células no 
infectadas. Carri tes 4 y 5: RNA poli A+ proveniente de células infectadas y no infectadas respectivamente. 
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Este resultado se debe a que mediante esta metodología 

pudieron separarse las fracciones de RNA poli A+, en donde se 

encuentran los mensajeros virales, de las fracciones de RNA poli 

A-, en donde se encuentran los RNA ribosomales. 

Muestras similares a las anteriores fueron utilizadas para un 

ensayo de transferencia en franja (ver figura 9), en donde se puede 

observar claramente que la señal en los extractos de RNA poli A+ 

provenientes de células infectadas es específica del virus, ya que 

en el RNA poli A+ proveniente de células no infectadas no hay 

hibridación con la sonda, lo que no sucede en los extractos totales 

en donde la hibridación con células infectadas y no infectadas es 

muy similar. 

DISEÑO Y CONSTRUCCION DE LOS PLASMIDOS CON SECUENCIAS DEL VIRUS 

DE LA POLIOMIELITIS. 

El plásmido pGEM4Z-VP2 fue construido por la Dra. Rosa Ma. del 

Angel, del CINVESTAV, México, de la misma manera que se 

construyeron los plá:::midos con secuencias del VIH l. 

En el plásmido pGEM4Z fue insertada una región de 309pb que 

corresponde a los nucleotidos 1414 a 1723 del genoma del virus de 

la poliomielitis cepa Lansing serotipo 2 y que codifica para la 

proteína VP2 (ver figura 10-A). 
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FIGURA 9.- HIB~IDACION TIPO FRAHJA DE RNA POLI A+ OBTENIDO DE CELULAS INFECTADAS CON EL VIH 1. 

EL RNA citoplásmico proveniente de células molt no infectadas (control) e infectadas con el VIH 1 CHTLV 
lllb) se fijó a papel de nitrocelulosa y se hibridó con la ribosonda proveniente del plásmido pBH4.3. En la 
parte izquierda de la figura se indican las cantidades de RNA utilizadas en cada uno de los ensayos, y gel lado 
derecho se señalan Las poblaciones de RNA. La ribosonda presentó una actividad específica de 2.7 x 10 cprn/µg 
de RNA. El filtro fue lavado en condiciones de al ta severidad y expuesto durante 36 horas. 
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FIGURA 10.- TRAHSCRIPCIOll "IN VITRO" DEL PLASMIDO pCEll4Z-VPZ. 

CA) Mapa de restricción del plásmido pGEM4Z-VP2 que contiene la región de la protefna VP2 del virus de 
La poliomielitis. (B) Patrón de migración del plásmido en geles de agarosa al 1.0% después de haber sido 
sometido a restricción con la enzima Sea 1, y a un ensayo de transcripción 11fn vitro11 • Carril 1y5: Marcadores 
de peso molecular CONA del fago Lambda digerido con la enzima Hind I 11 ). carril 2: Plásmido pGEM4Z-VP2 digerido 
con La enzima sea J. Carril 3: Transcripción 11 in vitro 11 de una muestra similar a La del carril 2 • Carril 4: 
Muestra si mi lar a la del carril 3 sometida a reacción con la enzima ONasa R01. 
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SINTESIS DE LA RIBOSONDA A PARTIR DEL PLASMIDO pGEM4Z-VP2. 

Una vez obtenido el plásmido pGEM4Z-VP2 de 3055pb, fue 

sometido a una reacción de restricción con la enzima Sea I, con la 

finalidad de obtener un molde de DNA a partir del cual pudieramos 

sintetizar la r ibosonda. Los fragmentos generados de la reacción de 

restricción corresponden a un tamaño de 2041 y 1014 pb (ver carril 

2 de la figura 10-B), y es a partir del primero que se llevó a cabo 

la sintesis de la ribosonda. 

Los fragmentos generados de la restricción del plásmido pGEM 

4 Z-VP2 con la enzima Sea I, fueron sometidos a una reacción de 

transcripción "in vitre" en presencia de la RNA polimerasa T7, y al 

analizar el resultado de la reacción por electroforésis en gel de 

agarosa, (ver carril 3 de la figura 10-B) se detecta además de las 

bandas de DNA, una banda recién sintetizada que corresponde en 

tamaño (221b) al transcrito esperado. Para corroborar que esta 

banda fuera realmente RNA, la muestra anterior se sometió a una 

reacción con la enzima DNAasa RQ1, que degradó al DNA, y no así a 

la banda recién sintetizada (ver carril 4 de la figura 10-B) lo que 

permitió asegurar que ésta corresponde a la ribosonda de 221b. 
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DETECCION DE SECUENCIAS GENOMICAS DEL VIRUS DE LA POLIOMIELITIS 

MEDIANTE EL USO DE RIBOSONDAS. 

Una vez construida la ribosonda, se quiso probar si ésta 

realmente era capaz de detectar secuencias genómicas del virus de 

la poliomielitis en extractos de células infectadas. Para ello, se 

utilizaron cultivos de células HeLa infectadas durante 5 horas con 

el virus de la poliomielitis cepa Lansing tipo 2 y células HeLa no 

infectadas, de las cuales se obtuvo el RNA total a través de 

diferentes metodologías de extracción (ver Materiales y Métodos) . 

En la figura 11, se muestran dos autorradiografías de ensayos de 

transferencia tipo franja (que fueron hibridadas con la ribosonda 

de 221b sintetizada en presencia de UTP-a P32), 

0.5 µg de muestra, y la otra con 2.5 

una de ellas con 

µg. En ambas 

autorradiografías podemos observar la hibridación en aquellas 

muestras de RNA provenientes de células infectadas con el virus de 

la poliomielitis, y no así en aquellas provenientes de células no 

infectadas (en todos los casos las muestras están por duplicado). 

Este fenómeno ocurre de la misma manera en todos las muestras, 

independientemente de la metodología de extracción, y de la 

cantidad de muestra utilizada. Es importante hacer notar que con 

la metodología de N-P-A (ver materiales y métodos) la hibridación 

es más clara que con el resto de las estrategias de aislamiento de 

RNA. 
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FIGURA 11.- HIBRIDACUlN TIPO FRANJA DE RNA DE CELULAS INFECTADAS CON EL VIRUS DE LA POLIC»UELITIS. 

En esta figura se muestra la autorradiograffa de la transferencia de RNA obtenido de células HeLa no 
infectadas (C) e infectadas con el virus de la poliomielitis (1) e hibridado con la ribosonda proveniente del 
plásmido pGEH4Z·VP2. El RNA citoplásmico total fue aislado a través de diferentes metodologías: F: Extracción 
fenólica; N-P: Extracción con Nonidet y Protcinasa K; N-Ac: Extracción con llonidet y precipitado con acetato 
de sodio; N·Li: Extracción con Nonidct y precipitado con cloruro de Litio¡ N·P·Ac: Extracción con Honidet. 

~~~~~~~ª~: ~ i i i~~ec~~i !~~~ v~~~da~:~~~ f~~as~i ~~ ~j~~~~Eax ~~~e~~ 6~. ~o~ ~~n¿d~~/:;o~:i~~:~ \bsp~~~!i!!ª~~e~~~ 
lavados a al ta severidad y expuestos durante 36 horas. Las muestras fueron corridas por dupl kado. 
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Para corroborar que la hibridación entre · las secuencias 

genómicas del poliovirus y la ribosonda de 221 b era especifica, 

se llevó a cabo un ensayo de transferencia tipo Northern que 

confiere la ventaja de poder determinar el tamaño de los 

transcritos detectados con ella. El resultado del ensayo puede 

observarse en la autorradiografia de la figura 12. En el carril 1 

que corresponde a los extractos de RNA obtenidos de células no 

infectadas, no se detectó por hibridación con la ribosonda de 22lb 

ninguna banda, mientras que en el carril 2, en donde se migró al 

RNA proveniente de células infectadas, se detectó una banda de RNA 

que corresponde a un tamaño de aproximadamente 7.5 Kb, siendo éste 

el tamaño descrito del RNA mensajero viral de Poliovirus (Stanway, 

G., 1990. Sarnow, s.J. y col. 1990). Con esto, podemos concluir que 

esta banda corresponde al RNA mensajero del virus de la 

poliomielitis, cuya detección fue posible mediante{ la hibridación 

por complementación con la ribosonda de 221 b. 

DISEÑO Y CONSTRUCCION DE LOS PLASMIDOS CON SECUENCIAS DEL VIRUS 

DEL DENGUE. 

En el caso de la elaboración de ribosondas con el fin de 

detectar secuencias genómicas del virus del dengue, se utilizó el 

plásmido pGEM 30 que fue construido por la M. en c. Elena Castro 

R. del Cinvestav, Mexico. Este contiene una parte del genoma del 

virus del dengue clonada en el plásmido pGEM4Z, que comprende la 

secuencia completa que codifica a las proteínas NS1,NS2a y NS2b, y 

parte de la secuencia que codifica a las proteinas E y NSJ (ver 

figura 13-A) . 
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El plásmido pGEM 30 1 de 5555pb fue analizado con diferentes 

enzimas de restricción, en donde los fragmentos generados por estas 

correspondieron a los reportados con anterioridad (ver figura 13-

B) • 
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FIGURA 12.· TRANSFERENCIA TIPO NORTHERN DE LA POOLACIDN DE RNA DEL VIRUS DE LA POLICJllELITIS. 
(A) Electroforésis en un gel desnatural hante de agarosa al 1.2" y formaldehido del RNA proveniente 

de células no infectadas (1) e infectadas con el virus de la poliomielitis (2). El carril 3 corresponde a los 
marcadores de peso molecular CRNA ribosomal de células Hela). (8) Autorradiograffa de la transferencia del gel 
del inciso A hibddado con la ribogonda proveniente del plásmido pGEM4Z·VP2. La actividad especifica de la 
ribosonda utilizada fue de 2.3 x 10 cpm/µ.g de RNA. El filtro fue lavado a al ta severidad .. En el lado derecho 
de la figura se señala la posición del RNA del virus de la poliomielitis que tiene un tamaño aproximado de 
7.5Kb. 
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FIGURA 13.- RESTRICCION DEL PLASHJDO pGEM 30c. 

CA) Mapa de restricción del plásmido pGEM 30c en el cual se encuentran señaladas las pos1c1ones de 
algunos de los genes del virus del dengue. (B) Migración electroforética del plásmido en un gel de agarosa al 
1.0% después de haber sido sometido a restricción con diferentes enzimas. 
carril 1 y 6: Marcadores de peso molecular CONA del fago lambda digerido con la enzima Hind llJ). Carril 2: 
Plásmido pGEH 30c sin cortar. Carriles 3·5: Plásmido pGEH 30c digerido con las enzimas Stu 1, Sgl 1 y Sal 1 
respectivamente. 
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SINTESIS DE LA RIBOSONDA DEL VIRUS DEL DENGUE A PARTIR DEL 

PLASMIDO pGEM 30. 

Para llevar a cabo la síntesis de la ribosonda del virus del 

dengue, el plásmido pGEM 30 fue restringido con la enzima Stu I, 

resultando dos fragmentos de 5367 y 188 pb que fueron analizados 

por electroforésis en un gel de agarosa, (ver carril 2 de la figura 

14). Una vez obtenidos los fragmentos, estos fueron sometidos a 

una reacción de transcripción "in vitre", durante la cual se 

sintetizó un transcrito de 1134b (a partir del molde de 5367pb) que 

corresponde a la ribosonda del virus del dengue, serotipo 4, y que 

puede observarse en el carril 3 de la figura 14. La muestra de 

transcripción fue sometida a digestión con la enzima DNAasa RQl, 

degradándose la banda correspondiente al molde y a la de 188 pb de 

DNA, y no así la banda recién generada que corresponde al 

transcrito (ribosonda) (ver carril 4 de la figura 14). 
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FIGURA 14.- TRAHSCRIPCION "IN VITR011 DEL PLASMIDO pGEM 30c. 

El plásmido pGEM 30c fue digerido con la enzima Stu l y posterlormante sometido a una reacción de 
transcripción 11 in vitre" en presencia de la polimcrasa T7. Carriles 1 y 5: Marcadores de peso molecular (DNA 
del fago Lantx:la digerido con la enzima Hind 111). carril 2: Plásmido pGEH 30c digerido con la enzima Stu l. 
Carril 3: Una muestra similar a la del carril 2 pero sometida a la reacción de transcripción 11 in vitre". Carril 
4: Una muestra si mi lar a la del carril 3 pero tratada con la enzima ONasa R01. 
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DETECCION DE SECUENCIAS DEL VIRUS DEL DENGUE MEDIANTE EL USO 

DE RIBOSONDAS. 

Una vez sintetizada la ribosonda de 1134b del virus del 

dengue, fue probada en un ensayo de transferencia en franja con 

muestras del RNA total obtenido de células infectadas y no 

infectadas con el virus del dengue a 24, 48 y 72 horas post­

infección. 

Los resulta dos de este ensayo pueden verse en la 

autorradiografia de la figura 15; en ella se muestra claramente la 

existencia de una señal de hibridación en los carriles 

correspondientes a los extractos de RNA provenientes de células 

infectadas. Cabe hacer notar que esta señal es mas intensa en las 

células procesadas a las 48 horas postinfección, que en el caso de 

las células procesadas a las 24 y 72 horas postinfección. 

A diferencia de lo que ocurió con el virus de la 

poliomielitis, en los extractos de RNA obtenidos a partir de 

células no infectada:::; con el virus del dengue, se observa una señal 

muy débil que permanece con la misma intensidad en los tres 

diferentes tiempos de extracción. Esto nos hizo pensar que podia 

tratarse del mismo fenómeno que ocurrió en el caso de los ensayos 

de extracto total de RNA de células infectadas con el VIH 1 

(hibridación cruzada con los RNA ribosomales). 
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FIGURA 15.- HIBRIDACION TIPO FRANJA DE RHA DE CELULAS INFECTNJAS CON El VIRUS DEL DENGUE SEROTIPO 4. 

En la figura se rruestra la autorradfograffa del ensayo de hibridación, en el cual se utilizaron 2 µ.g 
de RNA obtenido de células CV·lP no infectadas (C) e infectadas con el virus del dengue serotipo 4 (1). Este 

~~=s:~~~a~~M a 3~!~e~~;e~c~\~~~ ~~~~~~~~e~~: ~~4,2 .~a: to~ h;~111e9 h~~r~~:~o ~~~ !~l ~:~:s~~~0~e~=~=~~s d=~ 
condiciones de al ta severidad y expuestos durante 18 horas. 
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Para corroborar lo anterior, las muestras fueron analizadas en 

un ensayo de transferencia tipo Northern, (figura 18), en donde se 

observa una hibridación que corresponde en tamaño a los RNA 

ribosomales de la misma intensidad tanto en RNA de células 

infectadas como en el de las células no infectadas. Además de 

esto, en el carril que corresponde a las células infectadas (carril 

1) encontramos una banda de aproximadamente 10.5 Kb, que no aparece 

en el carril con la muestra de RNA de células no infectadas, que 

corresponde por tamaño al RNA de dengue (Rice, C.M. y cols. ,1985). 

Debido a que la ribosonda de 1134b presentaba el problema de 

hibridar con algunas secuencias de orígen celular, decidimos 

construir una ribosonda de otra región del DNA complementario de 

dengue, que además fuera más pequeña, con el fin de reducir o 

evitar completamente esta hibridación cruzada. Para el caso de 

este virus no podiamos separar a la población de RNÁ ribosomal bajo 

los mismos parámetros que los que utilizamos para la separación de 

los RNA mensajeros del VIH 1 (separación de las poblaciones de RNA 

poli A+) , ya que el virus del dengue carece de estructura poli A 

en el extremo 3' de sus RNA mensajeros. 

A partir del plásmido pGEM 30, se construyó el plásmido pDE, 

que sirvió como molde para la construcción de la nueva ribosonda 

para la detección de secuencias genómicas del virus del dengue. 

El plásmido pDE fue construido mediante la restricción del 

plásmido pGEM 30 con la enzima de restricción Hinc II, que generó 

tres fragmentos de 225, 2029 y 3301 pb. El fragmento de 3301 pb 

fue aislado e incubado con la enzima DNA ligasa del fago T4, (ver 
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materiales y métodos) cibteniendose así al plásrnido pDE. 

1 2 

10.5Kb 

1 RNA de células infectadas 
2 RNA de células control 

FIGURA 18.· HIBRIDACION TIPO NORTHERN DE LAS POBLACIONES DE RNA DEL VIRUS DEL DENGUE. 
En la figura se muestra la autorradiograffa del ensayo de transferencia tipo Northern con RNA proveniente de 

~~~~~~~e~~~ 1 ~e~0 pil~~~~~~d~~E~ 2~o ~ ~~f =~~~~~~a~0~s~c~if~~~ ~~l é~et"a9~~es~o~:~ x 
4 

1 ~t> ~~~~ i ~:d~N~~n E~ a f~ ~~~~o~: 
lavado en condiciones de al ta severidad y expuesto 18 hrs. 
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El plásmido pDE de 3301pb, que presenta parte de las 

secuencias que codifican a las proteinas NSl y E, fue sometido a un 

análisis por restricción con diferentes enzimas con el fin de 

verificar si la construcción habia sido correcta (ver figura 16-B). 

Una vez validado el plásmido pDE, este se sometió a restricción con 

la enzima Hae III con la que se generó el molde de 587 pb además de 

varias bandas de DNA de diferentes pesos moleculares (carril 5 de 

la figura 16). Este molde fue sometido a una reacción de 

transcripción "in vitre", 

de 314b. 

en la cual se sintetizó a la ribosonda 

La autorradiografia de esta hibridación puede observarse en la 

figura 17, en donde tenemos 2 µg de RNA total extraido de células 

infectadas y no infectadas a 24, 48 y 72 horas. 

Como podemos observar, los resultados fueron similares a los 

obtenidos con la ribosonda de 1134 b de dengue (ver figura 15). En 

el RNA proveniente de células infectadas aparece nuevamente una 

señal de intensidad aproximadamente igual a la obtenida con la 

sonda de 1134b, y en el RNA proveniente de las células no 

infectadas una señal menos evidente, sin embargo el fondo de 

hibridación con el RNA de las células no infectadas no pudo 

eliminarse. De la misma manera, las muestras, fueron también 

analizadas mediante un ensayo de transferencia tipo Northern 

hibridado con la ribosonda de 314b, y al igual que con la ribosonda 

de 1134b, se pudo detectar al RNA mensajero del virus del dengue en 

los extractos de RNA proveniente de células infectadas y no asi en 

los provenientes de células no infectadas. 
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FIGURA 16.· RESTRICCIOH DEL PLASHIDO pllE. 

(A) Mapa de restricción del plásmido ¡:OE que contiene las secuencias parciales de los genes NS1 y E del 
virus del dengue serotipo 4. En la parte inferior de este mismo inciso se muestra el tamaño de la ribosonda 
esperada una vez que el plásmido ha sido restringido y sometido a un ensayo de transcripción 11 \n vitro11

• CB) 
Migración electroforétka del plásmido en un gel de agarosa al 1.2% después de ser sometido a una reacdón de 
restricción. Carril 1: Marcadores de peso molecular. CONA del fago Lanbda digrido con la enzima Hind 111). 
Carril 2: Plásmido pOE sin digerir. Carril 3: Plásmido pGEM 30c digerido con la enzima Hinc 11. Carriles 4 y 
5: Plásmido pOE digerido con las enzimas Hae 11 y Hae 111 respectivamente. 
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FIGURA 17.- HIBRIDACIOll TIPO FRANJA DE RNA DE CELULAS INFECTADAS CON EL VIRUS DEL DENGUE SERDTIPO 4. 
En la figura se muestra la autorradiograffe de una transferencia de RNA obtenido de células CV·1P no 

infectadas (C) e infectadas con el virus del dengue serotipo 4 el) extra ido a diferentes tielf'POS postinfección 
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hrs. 
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ANALISIS DE RESULTADOS 

DISEÑO Y CONSTRUCCION DE LOS PLASMIDOS CON LAS SECUENCIAS 

DE VIH 1 POLIOVIRUS Y VIRUS DEL DENGUE. 

Con el fin de sintetizar una ribosonda para detectar 

secuencias genómicas del VIH 1 en células infectadas, se construyó 

al plásmido pBH4.3, derivado del plásmido pBHlO. El plásmido 

pBH4.3, fue sometido a un ensayo de restricción con la enzima Eco 

RV, en donde se generó un molde de 57llpb, que a su vez fue 

sometido a un ensayo de transcripción "in vitre" en presencia de 

a-UTP P32. A partir de este último ensayo, se obtuvo la ribosonda 

de 378b (ver materiales y métodos). El tamaño de la misma, fue 

comprobado por su migración electroforética en un gel de agarosa, 

y la naturaleza del ácido nucléico fue corroborad.a sometiendo al 

producto recién sintetizado a tratamiento con la enzima DNasa RQl; 

el transcrito no sufrió ninguna alteración, como era de esperarse 

si se trataba de una molécula de RNA (ver figura 3). 

La secuencia del cDNA que se empleó para sintetizar a la 

ribosonda de 378b, comprende parte de la secuencia de los repetidos 

terminales largos (LTR) , y a una región del gene nef. Esta 

secuencia se eligió porque se sabe que se encuentra presente en los 

tres RNA mensajeros detectados hasta la fecha en células infectadas 

con el VIH l; (el transcrito más pequeño, de un tamaño de 2.0Kb se 

encuentra presente durante las etapas tempranas de la infección, 

mientras que los de 4.3 y 9.2 Kb se presentan durante las etapas 
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tardias). El uso de esta ribosonda, nos aseguraba el poder 

detectar la presencia de secuencias virales independientemente del 

estadio de infección en la célula. 

Cuando sintetizamos la ribosonda de 378b, se obtuvo una 

actividad especifica del orden de 2 x 10 6 cpm/ µg de RNA. Esta 

incorporación 

hibridación en 

es importante, sobretodo en 

los que el material que 

aquellos 

se desea 

ensayos 

detectar 

de 

se 

encuentra en bajas concentraciones, como sucede en la infección con 

el VIH 1, durante la cual existen muy pocas células infectadas, y 

en ellas, el número de particulas virales es muy bajo (Abbas, A.K. 

y cols. 1991). 

En los casos de la sintesis de las ribosondas con secuencias 

tanto del virus de la poliomielitis como del dengue, la estrategia 

de construcción fue similar. 

La ribosonda para la detección de secuencias ctel virus de la 

poliomielitis, tiene un tamaño de 22lb y comprende la secuencia que 

codifica a la proteina VP2, que se encuentra altamente conservada 

en los tres serotipos del virus de la poliomielitis. Esta, al ser 

sintetizada en presencia de a UTP P32 presentó una actividad 

especifica de 2.3 x 106 cpm/µg de RNA. 

En el caso de la construcción de las ribosondas para la 

detección de secuencias del virus del dengue, una de ellas se 

obtuvo a partir del plásmido pGEM 30, con una longitud de 1134b y 

a pesar de su gran tamaño presentó una buena actividad especifica 

(del orden de 2.5 x 106 cpm/µg de RNA). La segunda ribosonda 

construida para la detección de secuencias del virus del dengue se 
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derivó del plásmido pDE, con una longitud de 314b y una actividad 

específica del orden de 2.0 x 10 6 cpm/µg de RNA. 

DETECCION DE SECUENCIAS DEL VIH 1 MEDIANTE EL USO DE 

RIBOSONDAS, 

Para evaluar la capacidad de la ribosonda de 371b en la 

detección de secuencias del VIH 1 en células infectadas, se aisló 

el RNA total de células infectadas y no infectadas, y se fijó a 

papel de nitrocelulosa mediante la técnica de transferencia tipo 

franja (ver materiales y métodos). En un primer ensayo de 

hibridación con concentraciones crecientes de RNA (1, 2 y 5 µg), la 

ribosonda fue capaz de detectar la presencia del VIH 1 en células 

infectadas desde la menor concentración utilizada y la señal de 

hibridación fue aumentando a medida que aumentaba la cantidad de 

RNA en cada ensayo (ver figura 5-A). En la figura 5-B, puede 

observarse que a medida que aumentó la cantidad de extracto 

utilizado, aumentó claramente la señal de hibridación. De manera 

sorprendente, en las zonas del papel correspondientes a los 

extractos totales de P~A provenientes de células no infectadas, se 

detectó hibridación de baja intensidad, que a pesar de provenir de 

tres diferentes concentraciones de extracto, permanecieron más o 

menos constantes (figura 5-A). Cabe hacer notar que la intensidad 

de emisión de dichas bandas fue mucho menor que la mínima 

concentración de RNA proveniente de células infectadas utilizada, 

lo cual puede observarse directamente en la autorradiografia de la 

figura 5-A, o en la gráfica de la misma figura. 
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Para corroborar nuestro primer resultado, se llevó a cabo una 

segunda transferencia tipo franja, con concentraciones de 1, 2, 3, 

5 y 6 µg de RNA total proveniente de células infectadas con el VIH 

1 (HTLV IIIb). En este resultado, se obtuvo nuevamente un aumento 

en la emisión de la señal a medida que la cantidad de RNA utilizado 

iba aumentando, salvo en las dos concentraciones mayores en donde 

las señales se observan más o menos iguales, probablemente por una 

saturación del sistema. En cuanto a los extractos de RNA total 

provenientes de células no infectadas, tanto en la muestra de menor 

como en la de mayor concentración, la intensidad de las bandas es 

semejante, repitiendose nuevamente los resultados del ensayo 

anterior. En este mismo ensayo de transferencia, se analizaron 

extractos de RNA provenientes de células infectadas con el VIH 1 

heterólogo (Mn), en donde a pesar de haber utilizado las mismas 

concentraciones de las muestras de RNA provenientes de células 

infectadas con el VIH 1 (HTLV IIIb) , la hibridación aparece 

ligeramente mas tenue. Este resultado puede explicarse en términos 

de que la ribosonda utilizada no es del todo homóloga para el tipo 

de virus VIH 1 (Mn). A pesar de ello, la emisión de señal en la 

menor concentración utilizada de las muestras de RNA de células 

infectadas es mayor a la señal que se obtiene con la mayor 

concentración de RNA de células no infectad.as. Para saber si la 

señal que detectamos en las muestras de RNA proveniente de células 

no infectadas era debido a una hibridación cruzada con secuencias 

de origen celular, (ya que en otros laboratorios se han reportado 

hibridaciones cruzadas con secuencias de RNA ribosomal) , decidimos 
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separar los RNA mensajeros del resto de la población de RNAs. Esto 

se llevó a cabo mediante la técnica de extracción de RNA poli A+ 

(ver materiales y métodos) , con la cual podemos separar la fracción 

que contiene a los RNAs mensajeros tanto celulares como virales, de 

la fracción de RNA poli A-, en donde se encuentran los RNA de 

transferencia y ribosomales. Los extractos de RNA total, las 

fracciones de RNA poli A+ y las de RNA poli A- fueron analizadas en 

un ensayo de transferencia tipo franja, (ver figura 7). Los 

resultados obtenidos en este ensayo, muestran que el RNA total 

proveniente de células infectadas (en concentraciones de 0.5 y 1.0 

µg), presenta señales de hibridación crecientes, en relación a la 

cantidad de muestra, (resultados similares a los obtenidos en los 

ensayos anteriores) . La hibridación observada con los extractos de 

RNA total provenientes de células no infectadas, es más tenue y se 

mantiene más o menos en la misma intensidad a pesar de la 

diferencia de concentración. 

A diferencia de lo que sucede con el RNA total, las muestras 

que corresponden a O. 5 y 1. O µg de RNA poli A+ proveniente de 

células infectadas mostraron una señal de hibridación muy clara e 

incluso mayor a la obtenida con la misma concentración de RNA total 

de células infectadas, sin embargo en las muestras de RNA poli A+ 

provenientes de células no infectadas, no detectamos ninguna señal 

de hibridación. Cabe hacer notar que la señal emitida con las 

muestras de RNA Poli A+ es mayor que la proveniente del RNA total 

proveniente de células infectadas, lo que ocurre debido a que con 

la purificación se enriquece la población del RNA mensajero, y por 
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lo tanto del RNA mensajero viral. 

En cuanto a los extractos de RNA poli A- provenientes tanto de 

células infectadas como de células no infectadas, existe una señal 

de hibridación que se mantiene más o menos constante, a pesar de 

ser de dos concentraciones diferentes ( 0.5 y 1.0 µg) de extractos 

infectado y control. 

Estos resultados, nos sugieren que probablemente las señales 

detectadas se debían a hibridaciones cruzadas de la ribosonda con 

el RNA ribosomal. Para comprobar lo anterior, las mismas muestras 

fueron analizadas en un ensayo de transferencia tipo Northern (ver 

figura 8). En este tipo de ensayos, los RNAs son separados de 

acuerdo a su tamaño, por lo tanto, podemos saber el peso molecular 

del RNA detectado. En los carriles 2 y 3 se colocaron muestras de 

RNA total proveniente de células infectadas y no infectadas 

respectivamente. La hibridación, se detecta,. en dos bandas de 

aproximadamente 4.3 y 2.0 Kb, que corresponden por tamaño a las 

bandas reportadas de los RNA ribosomales de 28 y 188. En los 

carriles 4 y 5, se colocaron las muestras de RNA poli A+ de células 

infectadas y no infectadas respectivamente. En el primer caso, se 

detectaron dos bandas de los mismos tamaños que en los dos casos 

anteriores, mientras que en el carril 5, (RNA poli A+ de células no 

infectadas) no existe hibridación detectable con nuestra ribosonda. 

Es de extrañar que en el caso de la hibridación con el RNA poli A+ 

proveniente de células infectadas, se detecten dos bandas que 

comigran por tamaño con los RNA ribosomales a pesar de que ambos se 

habían separado previamente mediante la metodologia de RNA poli A+. 
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La hibridación con estos RNAs puede explicarse.ya que dos de los 

tres transcritos del VIH, son al igual que los RNA ribosomales, de 

un tamaño de 4 . 3 y 1. 9Kb. 

Todos los datos anteriores nos llevan a sugerir que la 

detección de secuencias del VIH 1 con ribosondas, requiere 

primeramente la separación de los RNA mensajeros, y posteriormante 

la detección en un ensayo de transferencia en franja. En la figura 

9, podemos observar una transferencia tipo franja con muestras de 

RNA total y Poli A+ de células infectadas y no infectadas, en donde 

se observa que en los extractos de RNA poli A+, existe una notable 

diferencia entre los provenientes de células infectadas y las que 

no lo están, diferencia que no se observa tan claramente en los 

resultados de los extractos de RNA total. Estos resultados 

corroboran nuevamente los obtenidos en los ensayos anteriores. 

La necesidad de utilizar la metodología de.-RNA poli A+, nos 

confiere la posibilidad de poder limpiar el sistema que 

inicialmente nos daba señal de hibridación con los extractos de RNA 

total provenientes de células no infectadas. sin embargo, este 

sistema es complicado para ser utilizando como metodología 

rutinaria en la detección de una infección con el VIH 1, aunque 

puede serlo en los casos en los que se necesite un diagnóstico 

confirmatorio, sobretodo cuando el resultado obtenido a través del 

uso de otras metodologías es dudoso. Esta ribosonda, puede tener 

una utilización en ensayos implicados en el estudio de la 

regulación viral, ya que para ello se cuenta con una 

infraestructura con la cual podemos aplicar metodologias más 
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sofisticadas que las que se requieren en los ensayos rutinarios de 

diagnóstico. 

Por otro lado, el uso de ribosondas en la detección de 

secuencias del VIH 1, puede ser de gran utilidad en el caso de 

acoplarse a metodologias como la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR), en donde el número de copias de las secuencias 

del VIH 1 se ve aumentado considerablemente, pudiendose por un lado 

comprobar con la ribosonda que el segmento amplificado es realmente 

una secuencia viral, y por otro, poderse llevar a cabo la 

hibridación sin problemas de que se presente hibridación cruzada 

con secuencias de orígen celular, o detección de señales débiles 

debido a las pocas copias que se encuentran en las células 

infectadas. 

Pensamos que la hibridación cruzada pudiera deberse a que la 

ribosonda posee secuencias regulatorias (parte del.,. LTR) que podrian 

compartir regiones de homologia con las secuencias regulatorias 

celulares. 

DETECCION DE SECUENCIAS DEL VIRUS DE LA POLIOMIELITIS MEDIANTE 

EL USO DE RIBOSONDAS. 

La ribosonda que fue capaz de detectar secuencias del virus de 

la poliomielitis, fue sintetizada a partir del plásmido pGEM4 Z-Vp2. 

El transcrito obtenido fue de un tamaño de 221b. 

La detección de secuencias del virus de la poliomielitis se 

llevó a cabo en extractos de RNA total obtenidos a partir de 6 
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diferentes tipos de metodologia (descrita en el capitulo de 

materiales y métodos). Estas metodologias fueron escogidas por su 

simplicidad, con el objeto de obtener resultados satisfactorios con 

la menor complicación posible. 

Como puede observarse en ambas autorradiografias, existe una 

evidente señal de hibridación en los pozos en donde se colocaron 

los extractos de RNA proveniente de células infectadas (I) 

independientemente del tipo de metodologia de extracción, a 

diferencia de los pozos de las muestras provenientes de células no 

infectadas (C) en donde no existe ninguna hibridación, incluso 

cuando la autorradiografia se sobreexpuso. Cabe hacer notar, que a 

pesar de que esta diferencia entre los extractos provenientes de 

células infectadas y no infectadas son sumamente claros, con la 

metodologia N-P-A, existe una mayor detección de secuencias 

virales, seguida de la metodologia N-Ac, lo que puede deberse 

posiblemente a que con ellas las moléculas de RNA se encuentran más 

limpias, permitiendo una mejor hibridación entre la ribosonda y el 

RNA viral. 

Para corroborar que las secuencias detectadas mediante el 

ensayo de transferencia tipo franja eran realmente secuencias 

virales, el RNA proveniente de células infectadas y no infectadas 

fue extraído mediante la metodología de N-P-A y sometido a un 

ensayo de transferencia tipo Northern. Los resultados de este 

ensayo pueden observarse en la figura 12 en donde tenemos en el 

inciso A una fotografia de dicho gel. En el carril 1, se colocaron 

muestras de RNA provenientes de células no infectadas, en el carril 
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2, muestras de RNA de células infectadas, y en el carril 3 

marcadores de peso molecular. como puede observarse, en los dos 

primeros carriles se emplearon cantidades iguales de muestra. 

En el inciso B, se observa la autorradiografía de la 

transferencia del gel del inciso A, en donde se observa una banda 

de aproximadamente 7.5Kb en el carril 2 que es donde migró el RNA 

de células infectadas. Esta banda corresponde en tamaño al 

reportado en la literatura como RNA mensajero del virus de la 

poliomielitis. 

La ribosonda que se construyó para la detección de secuencias 

del virus de la poliomielitis, no presenta hibridación cruzada con 

secuencias celulares, y es posible obtener resultados con el uso de 

la metodología más sencilla de extracción. 

La clara detección de las secuencias del poliovirus, puede 

deberse en cierta manera, a diferencia de lo que ocurre con el VIH 

1, a que este virus se replica de manera muy rápida y eficiente, 

por lo que en las células infectadas existen una gran cantidad de 

secuencias virales que pueden detectarse desde las primeras horas 

de la infección. 

DETECCION DE SECUENCIAS DEL VIRUS DEL DENGUE MEDIANTE EL USO 

DE RIBOSONDAS, 

Para la detección de secuencias del virus del dengue se 

construyó el plásmido pGEM 30 a partir del cual se sintetizó una 

ribosonda de 1134b. Esta ribosonda se utilizó en los ensayos de 

hibridación con RNA extraído de células infectadas y no infectadas 
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que fue fijado a papel mediante la técnica de transferencia tipo 

franja. Los resultados de ésta hibridación pueden observarse en la 

autorradiografia de la figura 15, en donde tenemos muestras por 

duplicado. En ella, se muestran extractos de RNA provenientes de 

células infectadas (I), y células no infectadas (C) obtenidos a las 

24, 48 y 72 horas postinfección. En todos los extractos 

provenientes de células infectadas se obtuvieron señales de 

hibridación, y es en el extracto obtenido a las 48 horas en donde 

esta señal se presenta más fuertemente. En los extractos obtenidos 

a partir de células no infectadas, al igual que en los casos de 

hibridación con la ribosonda de VIH 1, se detecta una señal tenue 

en los tres casos, que permanece más o menos constante a pesar de 

las diferencias que se presentan en las células infectadas y 

extraidas a diferentes tiempos. 

Este resultado, nos hizo sospechar que nuevamente se trataba 

de una hibridación con secuencias de origen celular, 

especificarnente secuencias de RNA ribosomal que eran detectadas por 

la ribosonda mediante hibridación cruzada. 

En la autorradiografia de la transferencia tipo Northern de la 

figura 18 se puede observar que existe una hibridación cruzada muy 

fuerte con las secuencias de RNA ribosomal tanto en RNA proveniente 

de células no infectadas como en el de las infectadas, y es en éste 

último en el que se detecta también una banda tenue de 

aproximadamente 10.5Kb que corresponde en tamaño al RNA mensajero 

del virus del dengue que no se presenta en los extractos 

provenientes de células no infectadas. 
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Como es bien sabido, el RNA mensajero del virus del dengue, a 

diferencia de la mayoria de los RNA mensajeros, no posee una región 

poliadenilada en el extremo 3 1 terminal, por lo que la estrategia 

metodológica utilizada para la separación de la población de RNA 

poli A+ de los RNA ribosomales no pudo ser aplicada en este caso. 

Dado que la ribosonda utilizada para la detección de 

secuencias del virus del dengue era de un tamaño considerablemente 

grande (ya que queríamos detectar con ella a cualquiera de los 

serotipos del virus del dengue) , se decidió construir una ribosonda 

más pequeñá, de una zona del cDNA con la cual pudieramos detectar 

una región del virus del dengue compartida entre los 4 serotipos, 

y al mismo tiempo reducir la posibilidad de obtener hibridación 

cruzada debido al gran tamaño de la ribosonda. 

La nueva ribosonda fue sintetizada a partir de un plásmido 

derivado del pGEM 30, llamado pDE, cuya construcción se describe en 

materiales y métodos. Esta, posee una región de la proteina E que 

se reporta como conservada entre los 4 serotipos del virus del 

dengue, y fue utilizada en un ensayo similar al anterior, con el 

fin de poder comparar los resultados. Este en~ayo puede 

observarse en la autorradiografia de la figura 17, en donde podemos 

notar que los resultados fueron similares a pesar de que la 

ribosonda es totalmente diferente. 

En el caso de utilizar las ribosondas para la detección del 

virus del dengue, al igual que con las del VIH 1, seria conveniente 

acoplarlas a sistemas como la PCR, en donde la detección de 

secuencias virales amplificadas incrementa las posibilidades de 
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detección de secuencias de hibridación y por el otro evita la 

detección con secuencias de origen celular. 
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CONCLUSIONES 

Los virus constituyen uno de los grupos de agentes patógenos 

más importantes a nivel mundial y son causantes de un sinnúmero de 

enfermedades en el humano. 

La mejor manera de controlar la diseminación de este tipo de 

enfermedades es a través de la prevención. sin embargo, una vez 

establecida la infección, es el diagnóstico temprano el que tiene 

un papel muy importante en la reducción de la propagación de una 

enfermedad determinada. 

En este trabajo se plantea el uso de ribosondas como una 

alternativa de diagnóstico temprano de algunas infecciones virales 

como lo son la poliomielitis, el dengue y el SIDA, que representan 

un importante papel en termines de salud a nive~ mundial. 

Durante la realización de este trabajo pudimos darnos cuenta 

que a pesar de que los tres virus causantes de las enfermedades 

anteriormente mencionadas tienen como material genético una 

molécula de RNA de polaridad positiva, la detección de las 

secuencias virales en los sistemas celulares se comportó de manera 

muy diferente. 

En el caso del VIH 1 tuvimos que recurrir al aislamiento de 

las poblaciones de RNA Poli A+ (en donde se encuentran los RNA 

mensajeros) de las de RNA ribosomal y de transferencia, ya que 

probablemente algunas de las secuencias de la ribosonda, que 

corresponden a regiones promotoras virales, tuvieron hibridación 
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cruzada con los RNA ribosomales (tal vez con algunas secuencias 

regulatorias presentes en ellos). 

El uso de esta metodologia, además de evitar la hibridación de 

la ribosonda con secuencias de origen celular, nos permitió 

enriquecer la población de RNAs mensajeros del VIH 1, ya que ésta 

se encuentra en muy baja proporción con lo que la hibridación con 

las secuencias virales obtenida se presentó de una manera clara y 

especifica. 

A pesar de que es un buen sistema, se requiere el manejo de 

técnicas sofisticadas, que deben de ser realizadas en laboratorios 

especiales con costos elevados. Sin embargo, la sensibilidad y 

relativa rapidéz con. las que se obtienen los resultados hace que 

este sistema pueda ser utilizado como un método confirmatorio, como 

lo es el "Western blot", cuyos requerimientos en cuanto a 

infraestructura, tiempo y costo son similares. , 

Es importante hacer notar que el uso de ribosondas confiere, 

a diferencia de otros métodos de diagnóstico, la posibilidad de 

detectar una infección temprana, con lo que podemos tomar las 

medidas de prevención necesarias antes de lo que se logra mediante 

las metodologias tradicionales. 

En el caso del uso de ribosondas para detectar secuencias del 

virus de la poliomielitis, los resultados fueron muy claros, 

utilizando metodologias muy sencillas y rápidas. La ribosonda para 

la detección de secuencias del poliovirus no tuvo reacción cruzada 

con secuencias celulares, y las señales de hibridación fueron 

bastante buenas, tal vez debido a la al ta replicación de este 
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virus. Para este caso en particular, la detección fue sensible, y 

puede usarse en la detección de secuencias virales en muestras con 

cantidades mínimas de virus, como son los sueros de pacientes o 

las aguas residuales y desechos sólidos. 

Con respecto a los resultados obtenidos en la detección de 

secuencias del virus del dengue, podemos decir que fueron similares 

a los obtenidos para el VIH l. Sin embargo, en este caso no se pudo 

eliminar la hibridación cruzada que también se presentó con estas 

ribosondas debido a la imposibilidad metodológica de separar los 

mensajeros virales del resto de la población. Aunque la diferencia 

entre los ensayos con células infectadas y no infectadas es clara, 

es necesaria la utilización de otro tipo de metodología acoplada a 

este sistema para obtener resultados satisfactorios, como lo seria 

la amplificación de las secuencias virales, lo cual puede ser 

realizado mediante la técnica de la PCR, y posterior reconocimiento 

con las ribosondas especificas. 

Es de llamar la atención que los tres virus utilizados para la 

elaboración de ribosondas como método diagnóstico, a pesar de tener 

tantas similitudes, desde el punto de vista de estructura genómica, 

tuvieran un comportamiento tan diferente. Si bien, la metodología 

no confirió todas las ventajas que esperabamos, pensamos que es una 

alternativa de diagnóstico que debe tomarse en consideración, sobre 

todo en aquellos casos en los que se necesite ratificar un 

resultado dudoso. 

Tomando en cuenta que los ensayos fueron realizados a partir 

de líneas celulares, consideramos la necesidad de probar la 
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eficiencia de detección con las ribosondas para la detección del 

virus de la poliomielitis y de VIH 1 en sueros de pacientes. Para 

el caso especifico de la detección del virus del dengue, seria 

conveniente diseñar y construir ribosondas de otras regiones del 

genoma, para tratar por un lado de evitar la hibridación cruzada 

con secuencias celulares, y otro poder discernir entre los 4 

diferentes serotipos del dengue. 
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MEDIO ua 

APENDICE 

SOLUCIONES AMORTIGUADORAS 

0.5% de bactoextracto de levadura, 2.0% de Bactotriptona, 0.5% de 

sulfato de magnesio ajustado a pH de 7.6 con hidróxido de potasio. 

Filtrar a través de una membrana millipore de 0.45 mm. Añadir 1.4% 

de bactoagar y esterilizar en autoclave. 

MEDIO TFb 1. 

30 mM de acetato de potasio, 100 mM de cloruro de potasio, 10 mM de 

cloruro de calcio, 50 mM de cloruro de magnesio, 15% de glicerol. 

Ajustar el pH a 5. 8 con ácido acético O. 2 M y esterilizar por 

filtración. 

MEDIO TFb 2. 

10 mM de MOPS, 75 mM de cloruro de cálcio, 10 mM de cloruro de 

potasio, 15% de glicerol. Se ajusta a pH 6.0 con hidróxido de 

sodio. Esterilizar por filtración. 

MEDIO MAC B AMP. 

4.0% de medio Maconkey, 1.0 % de Lactosa, 50 µg/µl de ampicilina. 

\MEDIO LURIA. 

1% de bactotriptona, o. 5% de bactoextracto de levadura, 1% de 

cloruro de sodio. Ajustar a pH 7. 5 con hidróxido de sodio y 
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adicionar el antibiótico de selección (ampicilina 50 µg/µl). 

SOLUCION AMORTIGUADORA STET. 

8% de sacarosa p/v, 0.1% de Tritón X 100 v/v, 50 mM de EDTA, 50 mM 

de tris-HCl pH 8.0. 

SOLUCION TRITON-TOLUENO. 

1:0.6 tolueno-Tritón X 100 v/v, 168 de agua bidestilada, 0.18% p/v 

de PPO). 

SOLUCION PBS. 

0.8% de cloruro de sodio, 0.02% de cloruro de potasio, 0.115% de 

fosfato de sodio, 0.02% de fosfato de potasio. Ajustar a pH 7.4 y 

esterilizar en autoclave. 

SOLUCION DE ISOTIOCIAHATO DE GUANIDINA. 

4M de ITCG, 20 mM de acetato de sodio pH 5.2, 0.1 mM de DTT, 0.5% 

de Sarkosyl. 

SOLUCION AMORTIGUADORA DE CARGA ESTERIL. 

1M de cloruro de sodio, 40 mM de Tris-HCl pH 7.5, 2mM de EDTA pH 

7.5. 

SOLUCION AMORTIGUADORA DE CARGA ESTERIL CON SDS. 

Preparar de la misma manera que la solución anterior y adicionar 

SDS a una concentración final de 10%. 
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SOLUCION AMORTIGADORA MOPS. 

2.0 rnM de MOPS pH 7.5. Ajustar con hidróxido de sodio, 4.7 rnM de 

Tris-HCL pH 7.5, 1.0 mM de EDTA. 

SOLUCION DENHARDT'S. 

1% de Ficoll, 1% de albúmina sérica bovina, 1% de 

polivinilpirrolidina. Almacenar en pequeñas muestras y guardar en 

congelación. 

SOLUCION AMORTIGUADORA DE DESPEGADO. 

40rnM Tris-HCl pH 7.5, lrnM EDTA pH 8.0, 150 rnM NaCl. 

SOLUCION AMORTIGUADORA DE MUESTRA PARA DNA. 

0.1% Xilencianol, 0.1% azúl de bromofenol, 25% sacarosa, 0.5% SDS, 

2.5X amortiguador TBE. 

El resto de los reactivos utilizados se mencionan a lo largo 

de la metodologia. 
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